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Kurzfassung
Substanzen mit einem geringen Molekulargewicht (< 900 Da) werden als kleine Moleküle
klassifiziert und sind in der Natur und im menschlichen Körper allgegenwärtig. Kleine Mo-
leküle können in der Umwelt gefunden werden, in der sie als Sekundärmetabolite von einer
Vielzahl von Pilzen, Bakterien und Pflanzen produziert werden. Im menschlichen Körper spie-
len kleine Moleküle im Stoffwechsel, wie beispielsweise bei der Signaltransduktion oder bei
regulatorischen Prozessen, ebenfalls eine wichtige Rolle. Da kleine Moleküle sowohl in der Na-
tur als auch im menschlichen Körper allgegenwärtig sind, entstand in den letzten Jahrzehnten
ein verstärktes Interesse an der Überwachung dieser Substanzen auch in der diagnostischen
Umgebung. Der Nachweis des kleinen Moleküls 25-Hydroxy-Vitamin D3 (25(OH)D) wurde in
der Literatur ausführlich erforscht. 25(OH)D ist der Hauptmarker für die Vitamin-D-Versor-
gung im Stoffwechsel. Eine Vitamin-D Insuffizienz wird mit einem erhöhten Risiko für Krebs-
und Knochenerkrankungen in Verbindung gebracht. Die derzeitigen Nachweismethoden die-
ses Moleküls, mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC), Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) und Immunoassays, sind zeitaufwendig, teuer und erfordern
geschultes Personal.
In dieser Arbeit wurde ein neuartiger Detektionsansatz unter Verwendung eines hochspezifi-
schen gegen 25(OH)D gerichteten Aptamers etabliert, der auf der Target-Induzierten-Dissozia-
tion (TID)-Methode basiert. Die Dissoziation eines komplementären, markierten Oligonukleo-
tids bei der Targetbindung durch das Aptamer führt zu einer Signalabnahme, die proportional
zum Analyten ist. Zunächst wurde das 25(OH)D-bindende Aptamer hinsichtlich der struktu-
rellen Eigenschaften sowie der Bindungsaffinität untersucht. Anschließend wurden komple-
mentäre Oligonukleotide basierend auf der Aptamerstruktur entworfen. Die Oligonukleotide
wurden in Microscale Thermophorese- (MST) und Microarray-Experimenten evaluiert, um die
optimale Oligonukleotidsequenz für eine maximierte Verdrängung zu identifizieren. In weite-
ren Microarrayexperimenten wurde anschließend das Aptamer auf einer Oberfläche immobili-
siert und überprüft, ob der Immobilisierungsprozess die Bindungsfunktionalität des Aptamers
beeinträchtigt. Abschließend wurde der neuartige TID-Assay hinsichtlich der Nachweisgrenze
(LOD), Bestimmungsgrenze (LOQ) und Sensitivität charakterisiert. Der Assay für die 25(OH)D-
Detektion konnte das kleine Molekül erfolgreich mit einer LOD von 32 nM in Puffer nachwei-
sen, womit er eine ähnliche Sensitivität wie kommerziell erhältliche Assays zeigte. Die LOQ
wurde mit 109 nM in Aptamerbindepuffer bestimmt.
Schlagwörter: Aptamer, Aptamer-Microarray, TID-Assay, 25-Hydroxy-Vitamin D, 25(OH)D
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Abstract
Substances with a low molecular weight (< 900 Da) are classified as small molecules and are
ubiquitous in nature and in the human body. Small molecules can be found in the environment
where they are produced as secondary metabolites by a variety of fungi, bacteria, and plants. In
the human body, small molecules also play important roles in metabolism, such as signal trans-
duction and regulatory processes. Since small molecules are ubiquitous in nature as well as in
the human body, an increased interest in monitoring these substances in the diagnostic envi-
ronment has emerged in the last decades. Detection of the small molecule 25-hydroxy vitamin
D3 (25(OH)D) has been extensively explored in the literature. 25(OH)D is the main biomarker
of metabolic vitamin D supply. Vitamin D insufficiency has been associated with an increased
risk of cancer and bone disease. Current detection methods of this molecule, using high per-
formance liquid chromatography (HPLC), gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS),
and immunoassays, are time consuming, expensive, and require trained personnel.
In this work, a novel detection approach using a highly specific aptamer directed against
25(OH)D was established based on the Target-Induced Dissociation (TID) method. Dissociati-
on of a complementary, labeled oligonucleotide upon target binding by the aptamer results in
a signal change proportional to the analyte. First, the 25(OH)D-binding aptamer was studied
in terms of structural properties as well as binding affinity. Then, complementary oligonucleo-
tides were designed based on the aptamer structure. The oligonucleotides were evaluated in
MicroScale Thermophoresis (MST) and microarray experiments to identify the optimal oligo-
nucleotide sequence for maximized displacement. Further microarray experiments were then
performed to immobilize the aptamer on a surface and verify whether the immobilization pro-
cess affected the binding functionality of the aptamer. Finally, the novel TID assay was charac-
terized in terms of limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ), and sensitivity. The
assay for 25(OH)D detection successfully detected the small molecule with a LOD of 32 nM in
buffer. LOQ was determined at 109 nM in aptamer binding buffer.
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Niedermolekulare Verbindungen, auch kleine Moleküle (Small Molecules) genannt, spielen
trotz ihres Namens eine große Rolle in unserem täglichen Leben. Zu dieser Klasse von Mole-
külen zählen natürlich vorkommende Stoffe wie Mykotoxine aus Pilzen, sowie vom Menschen
produzierte Stoffe wie beispielsweise Arzneimittel und Antibiotika [1–3]. Auch im Körper na-
türlich vorkommende Stoffklassen wie Zucker, Lipide, Aminosäuren oder Alkaloide zählen zu
den kleinen Molekülen. Durch die allgegenwärtige Anwesenheit von kleinen Molekülen in Le-
bensmitteln, Umwelt und dem menschlichen Körper wird stetig an neuen Detektionsmethoden
für diese Molekülklasse gearbeitet. Neben der Verwendung von etablierten Detektionsmetho-
den, wie der Chromatographie oder Massenspektrometrie, bietet sich auch der Einsatz von
Biosensoren an [4]. In-vitro-selektierte Oligonukleotide, auch Aptamere genannt, besitzen ei-
ne Reihe von Charakteristika, wodurch sie sich für die Verwendung als Biorezeptor in einem
solchen Biosensor anbieten. Aptamere sind durch ihre komplexe dreidimensionale Faltung in
der Lage auch besonders kleine Moleküle mit einer hohen Affinität zu binden [5, 6]. Antikör-
per sind aufgrund ihrer Größe und Unbeweglichkeit häufig nicht in der Lage diese Stoffklasse
mit einer hohen Affinität zu binden, sodass Aptamere eine ideale Alternative darstellen [7].
Ein weiterer Vorteil von Aptameren ist der kostengünstigere Herstellungsprozess und die hohe
Stabilität auch in harschen Reaktionsbedingungen.
Für die Detektion dieser gesundheitlich relevanten, kleinen Molekülen im medizinischen Be-
reich werden häufig Immunosensoren eingesetzt, so auch bei der Detektion des kleinen Mole-
küls 25-Hydroxy-Vitamin D3 (25(OH)D) [8, 9]. 25(OH)D ist ein integraler Bestandteil des Vit-
amin D-Stoffwechsels und wird als Hauptmarker für den Nachweis der Vitamin D-Versorgung
eines Individuums verwendet. Ein niedriger Vitamin D-Status ist mit einem erhöhten Risi-
ko für Krebs, Knochenerkrankungen und Infekten assoziiert [10]. Besonders Europäer zeigen
eine niedrige Vitamin D-Versorgung, sodass die Belastungen des Gesundheitssystems durch
die daraus resultierenden Krankheiten auf mehrere Milliarden Euro im Jahr beziffert wurden
[11]. Im Jahr 2016 wurde die Vitamin D-Defizienz von Europäern sogar als pandemieartig
bezeichnet [12]. Durch die gesundheitlichen Folgen, die mit einer Vitamin D-Defizienz einher-
gehen, werden stetig neue Detektionsmethoden von 25(OH)D erforscht. Besonders patienten-
nahe Diagnostik (Point-Of-Care-Testing, POCT) ist eine zukunftsfähige Methode, welche eine
schnelle, kostengünstige und lokale Analyse des Gesundheitsmarkers ermöglicht. Für diesen




Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Detektion von 25(OH)D. Dafür sollen aptamerba-
sierte Detektionsmethoden verwendet werden, da sich mit Hilfe von Aptameren eine Vielzahl
von Assaydesigns realisieren lassen. Diese hohe Flexibilität der Assaygestaltung ist bei der Ver-
wendung von Antikörpern nicht gegeben. In der Literatur wurde 2017 erstmals ein Aptamer
beschrieben, welches mit einer hohen Affinität 25(OH)D bindet. Dieses Aptamer wird im Fol-
genden als VDBA14 bezeichnet (Vitamin D Binding Aptamer 14). Auf Grundlage dieser Ent-
deckung wurde in der vorliegenden Arbeit ein Assay für den Nachweis des kleinen Moleküls
entwickelt, optimiert und evaluiert. Die Serumkonzentration von 25(OH)D liegt in der spä-
teren diagnostischen Anwendung der Detektion des 25(OH)D-Spiegels im Blut im niedrigen
nanomolaren Bereich (50 nM bis 150 nM), sodass daraus besonders hohe Anforderungen an
die Sensitivität, Nachweis- und Bestimmungsgrenze resultieren.
Zur Detektion des kleinen Moleküls wird ein optischer, fluoreszenzbasierter Assay entwickelt.
Das Assayprinzip beruht auf der Verdrängung von, zum Aptamer komplementären, Oligonu-
kleotiden. Die Oligonukleotide sollen in der vorliegenden Arbeit konzeptualisiert, charakte-
risiert und anschließend in dem Assayformat zum Nachweis von 25(OH)D erprobt werden.
Für den Assay wird das Aptamer auf einer Oberfläche immobilisiert, weshalb die Auswirkung
der Immobilisierung auf das Aptamer ausführlich evaluiert wird. Die Immobilisierung wird
hinsichtlich Aptamerfunktionalität, Signalstärke und Signal-To-Noise-Ratio (SNR) optimiert.
Abschließend soll der entwickelte 25(OH)D-Assay mit dem aktuellen Stand der Technik hin-
sichtlich Nachweis-, Bestimmungsgrenze und Preis verglichen werden.
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Kleine Moleküle, die sich durch ein niedriges Molekulargewicht (<900 Dalton) auszeichnen,
sind organische Verbindungen, die biologische Prozesse regulieren können. Im englischen wer-
den sie mit dem feststehenden Begriff Small Molecules beschrieben. Zu den kleinen Molekülen
zählen natürlich vorkommende niedermolekulare Verbindungen wie z.B. Mykotoxine, welche
häufig als Lebensmittelkontaminanten auftreten können. Viele dieser Kontaminanten werden
von Fadenpilzen produziert und weisen ein breites Spektrum potenziell schädlicher Auswir-
kungen auf die menschliche Gesundheit auf. Die am häufigsten vorkommenden und toxischs-
ten Mykotoxine sind Aflatoxine (produziert von Aspergillus-Arten), Ochratoxine (produziert
von Penicillium- und Aspergillus-Arten) und Fusarientoxine (produziert von über 50 Fusarien-
Arten)[13, 14].
Neben diesen natürlich vorkommenden Verbindungen sind viele kleine Moleküle anthropo-
gen. Dazu gehören die polychlorierten Biphenyle (PCB), welche bis zu den 1980er Jahren in
industriellen Anwendungen weit verbreitet waren. Im Jahr 1980 erfolgte ein Verbot von PCBs
in weitesgehend allen Ländern, da diese Verbindungen ein erhebliches toxisches Potenzial bei
Tieren und Menschen aufweisen. Weiterhin können diese kleinen Moleküle nicht auf natür-
liche Weise abgebaut werden und verweilen so über Jahre in der Umwelt [15, 16]. Kleine
Moleküle werden auch als Pestizide in der Landwirtschaft eingesetzt. Das bekannteste kleine
Molekül, welches als Pestizid eingesetzt wird, ist Glyphosat. In den vergangenen Jahren wurde
dieser Stoff aufgrund seiner potentiell karzinogenen Wirkung in den Medien ausführlich dis-
kutiert [17, 18]. Doch nicht nur natürlich vorkommende Mykotoxine oder Pestizide können in
der Umwelt gefunden werden auch. Auch Pharmazeutika, welche aus der modernen Medizin
nicht mehr wegzudenken sind, werden als Schadstoffe durch menschliche Ausscheidungen in
die Natur eingebracht. Die am häufigsten analysierten Pharmazeutika in der Umwelt sind An-
tibiotika, gefolgt von Analgetika und Hormonen. Von 713 weltweit analysierten Wasserproben
wurden in 631 Proben Rückstände von Pharmazeutika detektiert, welche in die Umwelt aus-
geschieden wurden und dort erheblichen Schaden anrichten [19]. Auch bei der natürlichen
Regulation des Stoffwechsels im Körper spielen kleine Moleküle eine wichtige Rolle. Vitamine,
Hormone, Botenstoffe und Kofaktoren beinhalten eine Reihe von kleinen Molekülen, die den
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Stoffwechsel regulieren. Diese dienen dadurch häufig als Anhaltspunkt für bestimmte Krank-
heitsbilder und werden deshalb detektiert. Durch die allgegenwärtige Natur der kleinen Mole-
küle wurde sowohl den oben genannten Gesundheitsmarkern, als auch vielen anderen kleinen
Molekülen in den vergangenen Jahren verstärktes Forschungsinteresse entgegen gebracht.
3.1.2. Detektion von kleinen Molekülen
Das ständig wachsende Interesse an der Überwachung von kleinen Molekülen in der Umwelt,
sowie im menschlichen Körper, führte zu einem steigenden Interesse an der Entwicklung einer
Vielzahl von Sensoren für den Nachweis dieser Moleküle. Aufgrund ihrer allgegenwärtigen Na-
tur und ihrer wichtigen Funktionen ist die Quantifizierung von kleinen Molekülen von hohem
Interesse. In den letzten 30 Jahren wurden 6574 Forschungsartikel veröffentlicht, die sich mit
kleinen Molekülen befassen. Das Interesse an der Grundlagenforschung von kleinen Moleküle
hat sich stetig gesteigert (Abb. 3.1a) , wohingegen die Forschung an Detektionsmethoden für
kleine Molekülen in den Jahren 2005-2010 einen merkbaren Sprung gemacht hat (Abb. 3.1b).
(a) Publizierte Artikel über kleine Moleküle (b) Publizierte Artikel über die Detektion von kleinen
Molekülen
Abb. 3.1.: Publikationen der letzten 30 Jahre mit kleinen Molekülen als Thematik. Web of Science Su-
che, Stichwort Small Molecules, Zugriff 26.10.20. (a) Anzahl publizierter Artikel über kleine
Moleküle von 1990 bis 2020. Die Anzahl wurde kumulativ aufgetragen. (b) Anzahl publizier-
ter Artikel über die Detektion von kleinen Moleküle von 1990 bis 2020. Die Anzahl wurde
kumulativ aufgetragen.
Speziell die Detektion von gesundheitlich relevanten kleinen Molekülen, auch Gesundheits-
marker genannt, wurde in den letzten Jahren verstärkt erforscht. Dabei wurden neuartige
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Detektionsmethoden für Hormone, wie beispielsweise Testosteron oder Progesteron entwi-
ckelt. Aber auch Messmethoden für Vitamine wie beispielsweise 25(OH)D wurden publiziert
[4, 20, 21].
3.1.3. 25-Hydroxy-Vitamin D als Gesundheitsmarker
Vor 50 Jahren gelang dem Forscher John Haddad, Jr. ein Durchbruch bei der Erforschung des
Vitamin D-Metabolismus, indem er einen kompetitiven Proteinbindungs-Assay (CBPA) entwi-
ckelte. Mit diesem Assay war es zum ersten Mal möglich, 25(OH)D in Blutplasma zu detek-
tieren [22]. Diese Entdeckung führte zu einem verstärkten Interesse an der Erforschung des
Vitamin D-Metabolismus. In den Folgenden Jahren konnte so auch der Biosyntheseweg von
Vitamin D aufgeklärt werden. Der Biosyntheseweg von Vitamin D beginnt in der Epidermis.
Dort wird 7-Dehydrocholesterol durch UV-B-Strahlung durch eine Spaltung des B-Ringes zu
Prä-Vitamin-D3 umgesetzt [10, 23]. Dieses Zwischenprodukt ist thermoinstabil und isomeri-
siert anschließend zu Vitamin D3, welches proteingebunden zur Leber transportiert wird. Der
Transport wird durch das Vitamin-D-bindende Protein (VDBP) vermittelt. Vitamin D3 ist stark
hydrophob, was diesen proteingebundenen Transport nötig macht [23]. Lediglich ca. 1 % des
Vitamin D3 im Körper zirkuliert in seiner freien Form [9, 24]. In der Leber wird Vitamin D3
mithilfe der Cytochrom-P450-Hydroxylasen an der C25-Position hydroxyliert und es entsteht
25(OH)D. Dieses kleine Molekül aus dem Vitamin D-Stoffwechsel kommt im Körper in der
höchsten Konzentration vor [10, 23]. Nachdem 25(OH)D in der Niere erneut hydroxyliert wur-
de, entsteht das bioaktive Produkt Calcitriol. Für die vollständige Vitamin-D-Biosynthese siehe
Abb. 3.2.
Der Vitamin D-Status eines Patienten wird durch die Konzentration von 25(OH)D festgestellt,
da dieses Molekül in der höchsten Konzentration vorkommt und auch die größte Halbwertszeit
aller Vitamin D-Zwischenstufen besitzt. Durch die Entwicklung chromatographischer Metho-
den wurde der ursprüngliche Detektionsassay von J. Haddad verworfen und 25(OH)D wurde
hauptsächlich chromatographisch mittels Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (HPLC)
oder Massenspektrometrie (LC-MS) detektiert. Auch die Verwendung von nicht-chromatogra-
phischen Methoden wie Radioimmunoassays wurde etabliert.
Für den Nachweis von 25(OH)D werden heutzutage eine Vielzahl von Methoden verwendet.
HPLC, LC-MS und Immunoassays sind die am weitesten verbreiteten Methoden zum Nachweis
von 25(OH)D, wobei die LC-MS/MS als die sensitivste Methode gilt. Normale 25(OH)D-Werte
variieren zwischen 100 nM und 150 nM. Konzentrationen unter 75 nM erhöhen das Risiko für
Knochenerkrankungen wie Osteoporose und Rachitis drastisch [25]. Zu den Hauptproblemen
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beim Nachweis von 25(OH)D gehören unterschiedliche Testergebnisse zwischen verschiede-
nen Nachweismethoden [26]. Darüber hinaus stellen niedrige 25(OH)D-Konzentrationen im
Blut eine zusätzliche Herausforderung bei der Entwicklung neuer Nachweismethoden dar. Die
Nachweismethode muss zwischen Konzentrationen von 0 nM und 150 nM 25(OH)D auf repro-
duzierbare Weise durchgeführt werden können [25].
Die 25(OH)D-Messmethode mittels Immunoassay basiert auf der Affinität von Antikörpern
und 25(OH)D. Dadurch ist der Immunoassay im weitesten Sinne ein sogenannter Biosensor,
da eine biologische Komponente auf den Analyten reagiert. Biosensoren erfüllen häufig die
oben genannten Anforderungen für die sensitive Bestimmung von verschiedensten Analyten,
da sie auf affinitätsbasierten Interaktionen beruhen.
Abb. 3.2.: Biosynthese von Vitamin D. 7-Dehydrocholesterol wird in der Epidermis durch UV-B-
Strahlung im B-Ring aufgebrochen, sodass das instabile Prä-Vitamin D3 entsteht. Durch Iso-
merisierung entsteht anschließend Vitamin D3, welches durch zwei Hydroxylierungsschritte
durch die Cytochrom-P450-Hydroxylasen (CYP450) zu 25(OH)D hydroxyliert wird. Durch
die Hydroxylierung an der C1-Position durch die mitochondriale 1α-Hydroxylase entsteht
das bioaktive 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol).
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3.1.4. Biosensoren
Biosensoren sind bioanalytische Geräte, welche ein biologisches Element (z.B. Zellen, Antikör-
per, Enzyme oder Oligonukleotide [27]) enthalten. Dieses biologische Element reagiert selek-
tiv mit dem zu untersuchenden Zielmolekül. Die daraus resultierenden Änderungen im System
(beispielsweise in der Struktur des biologischen Elements) werden durch einen Transducer in
ein messbares Signal umgewandelt. Der erste Einsatz eines Biosensors, über den Clark und Ly-
ons 1962 berichteten, diente dem Nachweis und der Quantifizierung der Glukosekonzentration
im Blut. Das Enzym Glucoseoxidase wurde auf einer semipermeablen Membran immobilisiert,
die eine Sauerstoffelektrode umhüllte. Die Abnahme der gemessenen Sauerstoffkonzentrati-
on wurde dann direkt mit der Glucosekonzentration korreliert [28]. Durch die Entdeckung
der Aptamere in 1990, boten diese neuen, hochselektiven Biomoleküle eine neue Möglichkeit
in der Anwendung der Biosensorik. Auch in der 25(OH)D-Analytik spielen Biosensoren eine
wichtige Rolle, da eine der etablierten Detektionsmethoden die Verwendung von Antikörpern
umfasst. Eine neuartige Alternative zu der Verwendung von Antikörpern stellen Aptamere dar,
welche im nachfolgenden Abschnitt betrachtet werden.
3.2. Aptamere
Aptamere wurden 1990 zum ersten Mal beschrieben und als vielversprechende Alternative
zu Antikörpern gehandelt [29, 30]. In den nachfolgenden 30 Jahren konnte diese neue Klas-
se von Oligonukleotiden ausgiebig getestet werden. Aptamere zeichnen sich durch eine hohe
Affinität zu ihrem Target aus. Weiterhin sind sie stabil in harschen chemischen Bedingungen
und können, im Gegensatz zu Antikörpern, einfach regeneriert und wiederverwendet wer-
den. Aptamere können sowohl therapeutisch, als auch diagnostisch eingesetzt werden. Das
bekannteste therapeutische Aptamer Macugen von Pfizer wurde 2004 von der FDA zur Be-
handlung der neovaskulären altersbedingten Makuladegeneration (AMD) zugelassen. Weitere
anti-angiogene Aptamere zur Behandlung der AMD (Zimura, Fovista und Pegnivacogin) be-
finden sich derzeit in fortgeschrittenen klinischen Studien [31]. Therapeutische Aptamere für
die Behandlung von Nierenerkrankungen befinden sich ebenfalls in fortgeschrittenen klini-
schen Studien [32]. In der Diagnostik könnten Aptamere beispielsweise die Antikörpern in
Immunoassays ersetzen, da sie ähnlich hohe Affinitäten aufweisen und wesentlich günstiger
zu produzieren sind.
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3.2.1. Struktur
Aptamere sind Oligonukleotide, welche eine Reihe von Sekundär- und Tertiärstrukturen ein-
nehmen können. Die Sekundärstruktur von Aptameren wird durch Wasserstoffbrückenbindun-
gen und Watson-Crick-Basenpaarungen ausgebildet. Die daraus resultierenden Sekundärstruk-
turen umfassen verschiedene Loop-, sowie eine Mischung aus Loop und Stem-Strukturen [32–
34]. Die Sekundärstruktur eines Aptamers wird maßgeblich durch die Abfolge der Nukleinsäu-
ren definiert. Diese Sekundärstrukturen interagieren ebenfalls miteinander und bilden durch
Van-der-Waals-Interaktionen und elektrostatische Wechselwirkungen die Tertiärstrukturen aus.
Zu den Tertiärstrukturen zählen typische A-, B- und Z-Form DNA-Strukturen. Komplexe Terti-
ärstrukturen wie Pseudoknot- oder G-Quadruplex-Strukturen werden durch Metallionen sta-
bilisiert [20, 35]. Die positiv geladenen Metallionen koordinieren zwischen den negativ gela-
denen Phosphatgruppen des Zucker-Phosphatrückgrates eine Bindung [36]. Durch die Inter-
aktion zwischen Sekundär- und Tertiärstrukturen entsteht die dreidimensionale Faltung des
Aptamers, welches in der Lage ist, das Target zu erkennen und zu binden. Durch die Beeinflus-
sung der Tertiärstruktur durch verschiedene Pufferbedingungen kann so die Aptamer-Target-
Bindung positiv, aber auch negativ beeinflusst werden. Daher sollte bereits bei der Selektion
des Aptamers der Puffer an die spätere Anwendung angepasst werden und in der späteren An-
wendung der Selektionspuffer verwendet werden, da dieser die idealen Bedingungen für eine
korrekte Aptamerfaltung und Aptamerfunktion darstellt.
3.2.2. Selektion
Eine als SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) bezeichnete Se-
lektionstechnik für Oligonukleotide führte im Jahr 1990 zur Entdeckung der Aptamere [29,
30]. Während des SELEX-Prozesses wird eine Bibliothek von bis zu 1018 Oligonukleotidse-
quenzen dem gewünschten Zielmolekül ausgesetzt. Ein geringer Prozentsatz der Sequenzen
der Bibliothek bindet an das Zielmolekül und wird anschließend vom nichtbindenden Rest ab-
getrennt. Die bindenden Sequenzen werden anschließend mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) amplifiziert und der Selektionsprozess wird 8-15 mal wiederholt [20]. Um die Selekti-
vität des Aptamers zu erhöhen, kann eine Gegenselektion durchgeführt werden (Zugabe mo-
lekularer Strukturen, die dem Zielmolekül ähnlich sind). Die Sequenzen, die nur an das Ziel-
molekül, nicht aber an das Analogon binden, werden entfernt. Nachdem die Aptamere selek-
tiert wurden, erfolgt der Charakterisierungsschritt um ihre Bindungsspezifität zu bestimmen.
[6, 20, 37]
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3.2.3. Charakterisierung
Wenn neue Aptamere über die SELEX selektiert werden, ist eine wichtige Charakterisierungs-
kennzahl die Dissoziationskonstante (Kd). Je niedriger die Kd, desto höher ist die Affinität des
Aptamers zum jeweiligen Zielmolekül. Es gibt eine Vielzahl von Methoden zur Bestimmung der
Kd. Spektroskopiebasierte Methoden, massensensitive Methoden und trennungsbasierte Me-
thoden werden hauptsächlich eingesetzt [38]. Zur Bestimmung der Kd wird entweder das Apt-
amer oder das Zielmolekül gegen das jeweils andere Molekül titriert. Kd-Bestimmungsmethoden
können in zwei Gruppen eingeteilt werden: Immobilisierung eines Bindungspartners (entwe-
der Aptamer oder Target) oder immobilisierungsfreie Methoden. Immobilisierungsbasierte Me-
thoden umfassen die Oberflächenplasmonenresonanz (SPR), bei der ein Partner immobilisiert
wird und die Kd gemessen wird. Zu den immobilisationsfreien Methoden gehören die Isother-
mal Titration Calorimetry (ITC), die Kapillarelektrophorese (CE) und die MicroScale Thermo-
phoresis (MST) [39]. Ein wesentlicher Nachteil der immobilisierungsbasierten Methoden ist
die Veränderung der chemischen Struktur des Aptamers oder Targets bei der Immobilisierung
mit chemischen Linkern. Dadurch kann die Aptamer-Target-Affinität beeinflusst werden, was
sich in einer veränderten Kd zeigt. Generell sollte die Charakterisierungsmethode so gewählt
werden, dass sie der späteren Anwendung des Aptamers entspricht. Für diagnostische Zwecke,
bei denen sich eine Immobilisierung des Aptamers anbietet, sollten also immobilisierungsba-
sierte Methoden angewendet werden, um eine Annäherung an die reale Kd zu ermöglichen.
3.3. Aptasensoren
Durch den Einsatz von Aptameren in Biosensoren und den daraus resultierenden Aptasensoren
eröffnen sich eine Reihe von Vorteilen gegenüber der klassischen Verwendung von Antikörpern.
Aptamere werden chemisch mit hoher Reproduzierbarkeit und niedrigen Kosten im Vergleich
zu Antikörpern synthetisiert und sind über einen breiten Temperatur- und pH-Bereich sowie
in organischen Lösungsmitteln stabil [6, 20, 37]. Die Aptamere in Aptasensoren liegen häufig
immobilisiert vor, da dies die Handhabung des Aptasensors stark verbessert, sowie die Aptame-
re dadurch einfacher regeneriert werden können [40]. Mit dem wachsenden Interesse an der
Detektion von kleinen Molekülen ist es nicht verwunderlich, dass auch die Entwicklung von
Aptasensoren für die Detektion von kleinen Molekülen in den letzten Jahren verstärkt wurde.
Speziell bei der Detektion von kleinen Molekülen stechen Aptasensoren durch eine Reihe von
Vorteilen heraus.
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3.3.1. Aptasensor-Designs
Einer der Hauptvorteile von Aptasensoren sind eine Vielzahl von möglichen Assaydesigns, wel-
che besonders für die Detektion von kleinen Molekülen mit Antikörpern nicht möglich wären.
So kann die Bindung des kleinen Moleküls an das Aptamer häufig nicht direkt gemessen wer-
den, da die Größe und Masse des Moleküls zu gering ist. Durch die Verwendung von ver-
schiedenen Assaydesigns lassen sich jedoch trotzdem Aptasensoren für die Detektion dieser
Moleküle realisieren. Die Aptamere werden dafür häufig kovalent auf einer Oberfläche immo-
bilisiert, was die Assay-Durchführung enorm erleichtert. Das Design von Aptasensoren kann
in vier Methoden unterteilt werden: Sandwich-Design, Target-induzierte Strukturveränderung
(TISS), Target-induzierte Dissoziation (TID) und Kompetitive Bindung. Diese Methoden wer-
den im Folgenden erläutert.
Sandwich-Design
Ähnlich dem Konzept der Enzym-Immunoassay-Tests (ELISA) wurden für Aptasensoren Sand-
wich-ähnliche Nachweismethoden etabliert. Das Aptamer wird auf einer Oberfläche immobili-
siert und bindet an sein Zielmolekül, wobei ein zweites Aptamer an eine andere Bindungsstelle
des Zielmoleküls bindet, sodass eine Sandwich-Struktur entsteht (siehe Abb. 3.3). Dieses De-
sign kann mit zwei Aptameren, die gegen verschiedene Epitope des Ziels gerichtet sind, oder in
gemischten Ansätzen unter Verwendung eines Aptamers und eines Antikörpers realisiert wer-
den. Das niedermolekulare Progesteron konnte in einem Sandwich-ähnlichen Assay mit einer
Nachweisgrenze LOD von 5 nM unter Verwendung immobilisierter Aptamere nachgewiesen
werden [41]. Für die Detektion von kleinen Molekülen ist dieses Design eingeschränkt ver-
wendbar, da kleine Moleküle wenig strukturelle Erkennungselemente besitzen. Darüber hinaus
ist es aufgrund der geringen Größe des Zielmolekül wahrscheinlich, dass es zu einer sterischen
Hinderung zwischen den beiden bindenden Aptameren kommen kann.
Target-Induced Structural Switching (TISS)
Der TISS-Modus nutzt die Fähigkeit des Aptamers, sich bei Bindung an das Target in eine defi-
nierte 3D-Struktur zu falten. Durch die Ausbildung des Aptamer-Target-Komplexes verändert
sich die räumliche Anordnung der Nukleotide des Aptamers und so kann beispielsweise der
Abstand eines Markers zur Sensoroberfläche gemessen werden. Hierfür kann beispielsweise
eine quenchende Oberfläche verwendet werden, welche das Fluoreszenzsignal eines Fluores-
zenzfarbstoffes unterdrückt. Sobald das Target durch das Aptamer gebunden wird, verändert
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Abb. 3.3.: Sandwich- Aptasensordesign. Das Aptamer wird auf einer Oberfläche immobilisiert. Bei der
Zugabe des Zielmoleküls wird der Aptamer-Zielmolekül-Komplex gebildet. Anschließend
wird ein weiteres, markiertes Aptamer gegen das jeweilige Zielmolekül eingebracht, wel-
ches an ein anderes Epitop bindet. Die Transduktion und Quantifizierung des Zielmoleküls
erfolgt anschließend über das später hinzugefügte, markierte Aptamer.
sich die Struktur des Aptamers und ein Anstieg der Fluoreszenzintensität kann gemessen wer-
den, da der Abstand zwischen Fluoreszenzfarbstoff und Oberfläche zunimmt (siehe Abb. 3.4).
Aptasensoren für die Detektion von ATP unter Verwendung des TISS-Modus wurden in der Li-
teratur ausführlich beschrieben und erfolgreich in Aptamer-Bindungspuffer getestet [42–44].
Darüber hinaus wurden umfangreiche Untersuchungen zu Kokain-Aptasensoren durchgeführt,
die in der Lage waren, pikomolare Kokain-Konzentrationen in Serum nachzuweisen [45].
Abb. 3.4.: Ein Aptasensor im TISS-Modus. In diesem Beispiel wird ein 3’-fluoreszenzmarkiertes Apt-
amer über eine 5’-Modifikation kovalent einer Oberfläche immobilisiert. Durch die dreidi-
mensionale Struktur des Aptamers befindet sich der Fluoreszenzfarbstoff in der Nähe der
Oberfläche, welche das Fluoreszenzsignal quencht. Bei Zugabe des Zielmoleküls ändert sich
die Aptamerstruktur bei der Bindung und das Fluoreszenzmolekül wird nicht mehr durch die
Nähe zur Oberfläche gequencht. Die Transduktion erfolgt dann über eine optische Messung
der Fluoreszenzintensität.
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Target-induzierte Dissoziation (TID)
Der TID-Modus beruht, wie auch der TISS-Modus, auf den strukturellen Eigenschaften des Apt-
amers. Die Änderung der Aptamer-Konformation wird jedoch nicht direkt überwacht, sondern
es wird die Verdrängung eines komplementären Oligonukleotids detektiert. Dieses Oligonu-
kleotid ist in der Regel so konzipiert, dass es an der Aptamer-Target-Erkennungsstelle bindet.
Dort treten häufig drastische strukturelle Veränderungen auf, wenn das Zielmolekül gebunden
wird. Bei der Bindung wird das komplementäre Oligonukleotid verdrängt, was die Messung
dieser Signaländerung für die Transduktion ermöglicht (siehe Abb. 3.5). In der Regel wird
das Aptamer auf der Biosensoroberfläche immobilisiert und das Oligonukleotid anschließend
hinzugefügt. Für Transduktionszwecke kann das komplementäre Oligonukleotid an seinem 5’-
oder 3’-Terminus modifiziert werden. Eine mögliche Modifikation ist die Addition eines Cy5-
oder Cy3-Moleküls, um die Änderung der Fluoreszenzintensität bei der Zielmolekülzugabe zu
überwachen. Der TID-Modus kann sowohl sequentiell, als auch kompetitiv durchgeführt wer-
den. Hierbei bezieht sich die Bezeichnung auf den Zeitpunkt der Zugabe des komplementären
Oligonukleotids. Wird das markierte Oligonukleotid im Vorfeld hinzugegeben, wird von einem
sequentiellen TID-Modus gesprochen. Wird nun das Target hinzugegeben, wird das gebundene
Oligonukleotid verdrängt. Bei dem kompetitiven TID-Modus wird das Oligonukleotid und das
zu analysierende Target gleichzeitig hinzugegeben. Es kommt dann zu einer Kompetition um
die Aptamer-Bindeplätze.
Abb. 3.5.: Aptasensor, welcher auf dem TID-Modus beruht. Ein komplementäres, markiertes Oligonu-
kleotid hybridisiert mit dem immobilisierten Aptamer. Bei der Zugabe des Zielmoleküls wird
der Aptamer-Zielmolekül-Komplex gebildet und das Oligonukleotid wird verdrängt. Durch
anschließende Waschschritte wird das ungebundene Oligonukleotide entfernt und eine Ab-
nahme der Signalintensität kann gemessen werden.
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Kompetitive Bindung
Bei dem kompetitiven Bindungsmodus (Competitive Replacement, CR) zirkuliert das Aptamer
üblicherweise frei in dem Aptasensorsystem. Das Zielmolekül wird auf der Sensoroberfläche
immobilisiert und die zu analysierende Probe mit dem selben Zielmolekül wird hinzugege-
ben. Da die Bindung des Aptamers an das freie, in der Probe enthaltenen, Zielmolekül bevor-
zugt wird, wird dementsprechend weniger immobilisiertes Target gebunden. Da das Aptamer
in diesem Fall beispielsweise mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist und in anschließen-
den Waschschritten entfernt wird, kann anschließend eine Signalabnahme detektiert werden,
welche mit der Analytkonzentration korreliert. Auf der Grundlage dieses Prinzips konnte ein
kompetitiver Aptasensor für den Nachweis von Chloramphenicol (CHL) entwickelt werden,
welcher CHL mit einer LOD von 451 pM nachweisen konnte. CHL wird dafür auf einer Ober-
fläche immobilisiert und ein Biotin-markiertes CHL-Aptamer hinzugefügt. Ist kein gelöstes CHL
verfügbar, bindet das CHL-Aptamer an das immobilisierte CHL und die Transduktion erfolgt
über Streptavidin-modifizierte Goldnanopartikel (AuNPs), die an das Biotin des Aptamers bin-
den. Ist jedoch freies CHL vorhanden, bindet das CHL-Aptamer bevorzugt an das freie CHL
[46].
Abb. 3.6.: Aptasensor, welcher auf dem CR-Modus beruht. Das Zielmolekül wird auf der Sensorober-
fläche immobilisiert. Anschließend wird das markierte Aptamer hinzugegeben, welches mit
dem immobilisierten Zielmolekül eine Bindung eingeht. Wird nun die zu analysierende Test-
lösung (welche freies Zielmolekül enthält) hinzugegeben, kommt es zu einer Kompetition
und das Aptamer bevorzugt das freie Zielmolekül. Durch Waschschritte kann anschließend
eine Abnahme der Signalintensität detektiert werden, da das gelabelte Aptamer ausgewa-
schen wird.
13
KAPITEL 3. THEORETISCHE GRUNDLAGEN
3.3.2. Aktueller Stand von Aptasensoren für die Detektion von kleinen
Molekülen
Durch die Flexibilität in der Aptasensor-Entwicklung durch die verschiedenen Assay-Designs
konnten in den vergangenen Jahren eine Vielzahl von Aptasensoren gegen kleine Moleküle
entwickelt werden. Für eine Übersicht einiger Aptasensoren für die Detektion von kleinen Mo-
lekülen siehe Tabelle 3.1.
Tab. 3.1.: Aptasensoren für die Detektion von kleinen Molekülen. Gezeigt sind Aptasensor-Assayformat,
Nachweisgrenzen (LOD), die verwendete Probenmatrix und die jeweilige Referenz.
Zielmolekül Assayformat LOD Probenmatrix Referenz
Aflatoxin B1 TISS pM Bier / Wein [47]
Aflatoxin B1 CR nM Puffer [48]
Aflatoxin M1 TISS nM Milch [42]
Aflatoxin M1 CR nM Puffer [43]
ATP TISS nM Puffer [49]
ATP TISS μM Puffer [44]
ATP TISS μM Puffer [50]
Ochratoxin A TID nM Puffer [51]
Ochratoxin A TID nM Traubensaft / Serum [52]
Chloramphenicol CR pM Serum / Milch [46]
Kokain TISS pM Serum [45]
Kokain TISS nM Puffer [53]
Kokain TISS nM Puffer [54]
Estradiol TISS fM Puffer [55]
Neomycin B CR μM Puffer [56]
Progesteron Sandwich nM Puffer [41]
25(OH)D TID μM Serum [21]
Anhand der Tabelle lässt sich erkennen, dass der überwiegende Teil der gezeigten Aptasenso-
ren mit dem TISS-Modus entwickelt wurden. Das TID- und CR-Design sind in gleichen Anteilen
vertreten, das Sandwich-Design wurde lediglich einmal verwendet. Das Hauptargument, wel-
ches gegen die Verwendung des Sandwich-Designs bei der Detektion von kleinen Molekülen
spricht, ist die Größe des Zielmoleküls. Durch die geringe Größe ist auch die Zahl der Möglichen
Aptamer-Erkennungsstellen (Aptatope) begrenzt und die Bindung von mehreren Aptameren
wird erschwert. Das am zweitwenigsten verwendete Aptasensor-Design ist die Verwendung des
TID-Modus. Die Verwendung vom TID-Design erfordert keine genauen strukturellen Kenntnis-
se über das verwendete Aptamer, da häufig durch eine parallelisierte Evaluierung von verschie-
denen komplementären Oligonukleotiden das optimale Oligonukleotid mit einer maximierten
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Verdrängung identifiziert werden kann. Für die Verwendung des TISS-Modus sind ebenfalls
keine genauen strukturellen Kenntnisse des Aptamers nötig. Die einzige Voraussetzung für
die Detektion mittels TISS-Modus ist eine signifikante Strukturänderung des Aptamers bei der
Targetbindung. Falls diese Strukturänderung jedoch marginal ist, kann auf den TID-Modus
ausgewichen werden. Das Labeln des komplementären Oligonukleotids eröffnet dann weitere
Optionen um die Signaländerung beim Verdrängen des komplementären Stranges noch weiter
zu verstärken. So konnten in der Literatur Streptavidin-Biotin-Amplifikationsstrategien rea-
lisiert werden. Weiterhin bietet sich die Verwendung von Nanopartikeln, wie beispielsweise
AuNPs als Amplifikationsstrategie an [46, 57].
3.3.3. Herausforderungen bei der Entwicklung von Aptasensoren für
kleine Moleküle
In vielen analytischen Anwendungen werden trotz der vielen Vorteile von Aptasensoren haupt-
sächlich Immunosensoren eingesetzt. Eine der Haupteinschränkungen für den Nachweis klei-
ner Moleküle, sowohl bei der Verwendung von Antikörpern, als auch Aptameren, liegt in der ge-
ringen Größe des Zielmoleküls. Das Molekulargewicht des Zielmoleküls ist in den meisten Fäl-
len proportional zur Bindungsaffinität des Aptamers oder Antikörpers [58, 59]. Dies lässt sich
durch das begrenzte Vorhandensein von funktionellen Gruppen in kleinen Molekülen erklären.
Diese funktionellen Gruppen sind jedoch wichtig für die spezifische Zielerkennung und Zielbin-
dung [60]. Folglich führen weniger funktionelle Gruppen zu einer verminderten Spezifität und
Bindungsaffinität und erschweren so die Entwicklung von neuartigen, robusten Nachweissys-
temen für kleine Moleküle. Neben der generellen Limitation durch die geringe Molekülgröße,
gibt es eine Reihe von speziellen Einschränkungen, welche besonders für Aptamere gelten.
Diese potenziellen Probleme ergeben sich bei der Aptamerselektion und Kd-Bestimmung, wie
im Folgenden beschrieben wird.
SELEX
Weitere Einschränkungen für die Entwicklung von Aptasensoren sind in dem SELEX-Prozess
zu finden. Ein wichtiger Schritt in dem traditionellen SELEX-Verfahren ist die Immobilisie-
rung des Zielmoleküls [61]. Durch die geringe Größe des kleinen Moleküls sind jedoch auch
die freien funktionellen Gruppen für chemische Linker begrenzt. Das Einführen von neuen
funktionellen Gruppen für die Immobilisierung ist theoretisch möglich, verändert jedoch auch
die Struktur des kleinen Moleküls und kann zu falsch-positiven Bindungsereignissen führen
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[7]. Werden die bereits vorhandenen funktionellen Gruppen für die Linker-Schritte verwen-
det, grenzt das die möglichen Erkennungsmotive für die Aptamere weiter ein [62]. Neuartige
SELEX-Methoden wie die Durchfluss-Zytometrie-SELEX und die Fluoreszenz-aktivierte SELEX
bieten eine Lösung für dieses Problem, da die Zielmoleküle nicht immobilisiert werden müs-
sen. Diese neuartigen Verfahren wurden jedoch noch nicht mit kleinen Molekülen erprobt [37].
Weiterhin muss das Aptamer in diesen Selektionsmethoden gelabelt werden. Eine weitere, viel-
versprechende SELEX-Methode für die Selektion von Aptameren gegen kleine Moleküle ist die
elektrochemische SELEX. Ein Aptamer gegen das kleine Molekül 11-Deoxycortisol konnte mit
dieser Methode erfolgreich selektiert werden, ohne dass die Aptamere in den Selektionsschrit-
ten gelabelt werden mussten [63]. Bei der Verwendung der elektrochemischen SELEX wird
das kleine Molekül auf einer Goldelektrode immobilisiert und die Aptamer-Target-Interaktion
kann in situ voltammetrisch beobachtet werden. Das Problem der Zielmolekül-Immobilisierung
besteht hier trotzdem weiterhin. Die Capture-SELEX umgeht dieses Problem, indem in diesem
Verfahren die Oligonukleotide immobilisiert werden und das Zielmolekül frei vorliegt [64]. Die
Capture-SELEX wurde ausgehend von der FluMag-SELEX entwickelt, mit dem Unterschied,
dass das Zielmolekül nicht immobilisiert wird. Dafür wurde eine spezielle Oligonukleotidbi-
bliothek angelegt, welche für die Selektionsschritte auf einer Oberfläche immobilisiert wird.
Durch diese Vorgehensweise wird die chemische Struktur des Zielmoleküls nicht verändert und
hochaffine Aptamere gegen kleine Moleküle können selektiert werden.
Kd-Bestimmung
Bei der Klassifizierung von neuartigen Aptameren ist die Charakterisierung der Kd wichtig. Zur
Bestimmung der Kd des Ochratoxin A (OTA)-Aptamers wurden verschiedene Methoden ver-
wendet. Die Ergebnisse der verschiedenen Bestimmungsmethoden zeigten jedoch eine hohe
Streuung der geschätzten Kd im Bereich von 125 nM bis 374 nM [65]. Die hohe Variabilität
der experimentell ermittelten Dissoziationskonstanten zeigt eines der Hauptprobleme bei der
Kd-Bestimmung. Die Diskrepanz zwischen den verschiedenen Kd-Messmethoden lässt sich auf
grundlegend unterschiedliche Detektionsmethoden zurückführen. Daher sollte die Kd-Methode
im Hinblick auf die spätere Aptamer-Anwendung gewählt werden. Bei der Entwicklung von Ap-
tasensoren, bei denen das Aptamer in der Regel immobilisiert wird, sollten Methoden wie SPR
gewählt werden, um zuverlässige Kd-Ergebnisse zu erzielen. Bei diesen Methoden wird das
Aptamer für die Kd-Bestimmung ebenfalls immobilisiert, wodurch die erhaltene Dissoziations-
konstante auch die Wirklichkeit in der späteren Anwendung abbildet. Bei der Suche nach the-
rapeutischen Aptameren sollten immobilisierungsfreie Kd-Bestimmungsmethoden (ITC, MST,
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Tab. 3.2.: Vergleich der Nachweisgrenzen von Aptasensoren und Immunosensoren für ausgewählte klei-
ne Moleküle. Gezeigt sind die am sensitivsten publizierten Sensoren und deren Referenzen.
Zielmolekül LODAptasensor LODImmunosensor ReferenzAptasensor ReferenzImmunosensor
Tetracyclin 5 pM 13 pM [71] [72]
Kokain 100 pM 0,49 nM [73] [74]
Bisphenol A 1 pM 9 pM [75] [76]
Ochratoxin A 0,3 pM 5 pM [77] [78]
Estradiol 1 fM 55 fM [79] [80]
CE) verwendet werden, da das Aptamer in der späteren Anwendung ebenfalls frei im Körper
zirkuliert. Weiterhin sollten zur Annäherung an die reale Kd verschiedene Methoden verwendet
werden. Eine hohe Anzahl von Replikaten wird ebenfalls empfohlen. Für erste Einschätzungen
der Kd, auch bei einer späteren Anwendung im immobilisierten Ansatz, bieten sich jedoch auch
Methoden wie die MST oder ITC an. Diese liefern schnell Ergebnisse, ohne dass langwierige
Optimierungsschritte nötig sind. Diese Optimierungen sind bei immobilisierten Aptameren nö-
tig, da eine Immobilisierung häufig negative Auswirkungen auf die Funktionalität hat.
In den letzten Jahren wurde über einige vielversprechende neue Bestimmungsmethoden be-
richtet. Die ITC, die zu den kalorimetrischen und markierungsfreien Methoden gehört, wurde
bei der Bestimmung des Kd von Aptameren gegen kleine Moleküle wie 25(OH)D und Kokain er-
folgreich eingesetzt [21, 66]. Für die Durchführung der ITC werden jedoch hohe Aptamer- oder
Targetkonzentrationen benötigt [67]. Eine weitere häufig verwendete Kd-Bestimmungsmethode
ist die MST. Die MST basiert auf der thermophoretischen Mobilität von Molekülen in Tempe-
raturgradienten. Die Mobilität des Moleküls hängt stark von seiner Größe, Hydratationshülle
und Ladung ab, so dass bei der Bildung des Aptamer-Target-Komplexes eine Änderung des
Bewegungsverhaltens beobachtet werden kann. Dies führt zu der Dissoziationskonstante Kd.
Um die Kd in der MST zu bestimmen, sind starke strukturelle Veränderungen im Aptamer bei
der Targetbindungg erforderlich. Eine reproduzierbare Kd-Bestimmung mittels MST konnte
bei dem 17β-Estradiol-bindenden Aptamer und dem etablierten ATP-Aptamer gezeigt werden.
Zusätzlich wurde die MST erfolgreich für die Charakterisierung des Ochratoxin A-bindenden
Aptamers eingesetzt [68–70]. Der Hauptvorteil der MST ist das geringe Probenvolumen, die
schnelle Generierung von Ergebnissen und die einfache Versuchsplanung. Der größte Nachteil
ist der Bedarf an markierten Interaktionspartnern. In der Regel wird das Aptamer fluoreszenz-
markiert, wobei es auch möglich ist, das Zielmolekül zu markieren. Die Markierung wird in
der Regel während der chemischen Synthese des Aptamers durchgeführt. Modifikationen und
Markierungen können die Bindungseigenschaften des Aptamers (und damit die Kd) verändern
und sollten daher sorgfältig evaluiert werden.
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3.4. Aptasensoren in Point-Of-Care-Anwendungen
Patientennahe Labordiagnostik, auch POCT genannt, beschreibt in der Medizintechnik dia-
gnostische Untersuchungen, welche unmittelbar vor Ort durchgeführt werden können. Die
Durchführung der Analytik in einem Zentrallabor ist so nicht länger nötig [81]. Der derzeiti-
ge Arbeitsablauf bei der Messung von Gesundheitsparametern, wie beispielsweise 25(OH)D,
ist wie folgt: Die biologische Probe wird entnommen, anschließend an ein Zentrallabor ge-
schickt und dort analysiert. Anschließend werden die Testergebnisse an den behandelnden
Arzt übermittelt. Dieser teilt dem Patienten dann im Idealfall direkt das Ergebnis mit. Häufig
werden die Werte jedoch auch in einer weiteren Sprechstunde mit dem Patienten durchgegan-
gen, was eine weitere zeitliche Verzögerung darstellt. Zu den wesentlichen Nachteilen dieses
veralteten diagnostischen Ansatzes gehören hohe Personalkosten, kostspielige Geräte und lan-
ge Wartezeiten bis zum Erhalt des Testergebnisses [82]. Bei der POCT-Methode werden die
biologischen Proben entnommen und direkt vor Ort analysiert. Dies geschieht häufig mit ein-
fach zu handhabenden Geräten, bei deren Verwendung keine spezielle Ausbildung nötig ist.
Ist POCT erst etabliert, können verschiedene Gesundheitsparameter schnell und kostengüns-
tig gemessen werden. Dies würde zu einem dezentralen Ansatz der Gesundheitsüberwachung
führen und schnelle und zuverlässige Ergebnisse für den Patienten an jedem beliebigen Ort
liefern [83, 84]. Der Übergang vom derzeitigen Ansatz zu einem POCT-Ansatz der Diagnostik
ist jedoch mühsam. So muss zum Einen ein zentraler Datenpunkt und eine Verwaltungssoftwa-
re eingerichtet, sowie ein Qualitätsmanagementsystem aufgebaut werden. Weiterhin sollte der
POCT-Ansatz ein vergleichbares Qualitätsmanagement, wie in einem Zentrallabor aufweisen.
Die durch POCT erhaltenen Messergebnisse sollten eine, mit dem Zentrallabor vergleichbare,
hohe Reproduzierbarkeit aufweisen. Diese Herausforderungen müssen berücksichtigt werden,
wenn eine Institution von der aktuellen Labordiagnostik zum POCT wechselt [85].
Bisher wurde noch kein Aptamer in einer POCT-Anwendung kommerziell verwendet. Bis sich
dies ändert und Aptamere eine vollwertige Alternative zu Antikörpern in der POCT-Anwendung
darstellen, ist es jedoch nur noch eine Frage der Zeit. Aptamere besitzen eine Reihe von Eigen-
schaften, welche sie gerade für POCT besonders attraktiv machen. So sind Langzeitstabilität,
hohe Empfindlichkeit und die Regenerationsfähigkeit entscheidende Vorteile im POCT-Ansatz.
Im Gegensatz zu Antikörpern sind Aptamere in POCT-Anwendungen haltbarer. So können Apt-
amere ohne Kühlung über einen langen Zeitraum gelagert werden, ohne dass es zu Funktiona-
litätseinbußen kommt. Weiterhin bleiben Aptamere auch in harschen chemischen Bedingungen
stabil, was die vorherige Probenvorbereitung minimiert. Aptamere könnten sich insbesonders
bei der Erkennung kleiner Moleküle, die normalerweise wichtige Funktionen im Körper regu-
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lieren und als Gesundheitsmarker relevant sind, auszeichnen. Um beispielsweise das Testen
zu Hause für Patienten zu ermöglichen, ist ein weiterer wichtiger Faktor der Preis der POCT-
Anwendung. Durch die Herstellung mittels chemischen Synthese sind Aptamere wesentlich
günstiger als Antikörper, was ein wesentlicher Faktor bei der Etablierung von POCT-Geräten
ist.
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4. Ergebnisse und Diskussion
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines Aptamer-basierten Systems zur Detekti-
on von 25(OH)D. Aptamere sind in der Lage verschiedenste Moleküle mit einer hohen Affinität
zu binden. Besonders für die Detektion von kleinen Molekülen, sogenannten Small Molecules,
eignen sich Aptamere besonders, da eine Reihe von Assay-Designs möglich sind. Dadurch las-
sen sich auch geringe Änderungen, wie beispielsweise in der Molekülmasse des Aptamers, de-
tektieren und amplifizieren. Antikörper sind häufig nicht in der Lage diese niedermolekularen
Verbindungen zu binden. Kleine Moleküle werden häufig als Gesundheitsmarker detektiert, da
sie wichtige regulatorische Funktionen im Körper übernehmen.
Um einen aptamerbasiertes Detektionsprinzip für die Bestimmung von 25(OH)D zu entwi-
ckeln, wurde ein 25(OH)D-bindendes Aptamer (Vitamin D-Binding Aptamer 14, VDBA14) zu-
nächst charakterisiert (Kapitel 4.1) . Anschließend wurde ein kompetitives Assayformat für die
hochsensitive 25(OH)D-Detektion im Microarray-Format etabliert (Kapitel 4.4). Abschließend
wurde die Detektionsmethode hinsichtlich Sensitivität, Bestimmungs- und Nachweisgrenze mit
kommerziell erhältlichen Assays verglichen (Kapitel 4.5).
4.1. Charakterisierung von VDBA14
Der erste Schritt der Assayentwicklung umfasste die Charakterisierung des 25(OH)D-bindenden
Aptamers. Dabei wurde das Aptamer auf das Vorhandensein von komplexen Tertiärstruktu-
ren mittels Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) und in der MST analysiert.
Weiterhin wurde überprüft, wie sich die Bindung des Targets 25(OH)D auf diese Strukturen
auswirkt und ob in verschiedenen Messverfahren die Ausbildung eines Aptamer-25(OH)D-
Komplexes beobachtet werden kann. Anhand des Bindungsverhaltens von VDBA14 bei ver-
schiedenen 25(OH)D-Konzentrationen wurde anschließend die Kd bestimmt. Die Kd ist eine
wichtige Kennzahl bei der Charakterisierung von neuartigen Aptameren und gibt Auskunft
über die Affinität des Aptamers zu dem Zielmolekül.
4.1.1. Strukturelle Eigenschaften von VDBA14
In dieser Arbeit wurde das 25(OH)D-bindende Aptamer VDBA14, welches von Lee et al. im
Jahr 2018 selektiert wurde, verwendet [21]. Das Aptamer mit einer Länge von 56 Nukleotiden
ist nachfolgend gezeigt.
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5’ AGCAGCACAGAGGTCATGGGGGGTGTGACTTTGGTGTGCCTATGCGTGCTACGGAA
Tab. 4.1.: Analyse der VDBA14-Sequenz auf das Vorhandensein von Quadruplexbildenden, G-reichen
Sequenzabschnitten (QGRS). Aufeinanderfolgende Guanine sind markiert, da sie die Wahr-








Als erster Schritt der Aptamercharakterisierung wurden mittels bioinformatischer Analysen
die strukturellen Eigenschaften von VDBA14 untersucht. Das verwendete Aptamer weist eine
GC-reiche Sequenz auf (57 %). Weiterhin befinden sich in dem Aptamer mehrere aufeinander-
folgende Guanin-Nukleotide. Diese G-reiche Nukleotidabfolge begünstigt die Ausbildung von
intra- oder intermolekularen G-Quadruplexen. G-Quadruplexe sind komplexe Tertiärstruktu-
ren, die sich unter bestimmten Bedingungen in Aptameren ausbilden können. Dabei können sie
sowohl für die Targetbindung von Vorteil sein, als auch einen negativen Einfluss auf die spätere
Assayentwicklung haben. Um die Wahrscheinlichkeit für die Ausbildung von G-Quadruplexen
zu untersuchen, wurde VDBA14 mit einem QGRS-Mapper (Quadruplex forming G-Rich Se-
quences) analysiert. Dieses Verfahren analysiert die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Nukleo-
tidsequenz G-Quadruplexe bildet. Dabei ist der höchstmögliche Score bei einer QGRS-Länge
von 30 nt 105. Bei der Analyse konnten sechs Sequenzabfolgen gefunden werden, welche in
der Lage sein könnten G-Quadruplexe auszubilden. Dabei lag der höchste G-Score bei 14 (siehe
Tab. 4.1), was einer eher geringen Wahrscheinlichkeit für die Ausprägung von G-Quadruplexen
in dieser Anordnung entspricht.
VDBA14 könnte somit laut der bioinformatischen Analyse zu der Ausbildung von G-Quadruplex-
Tertiärstrukturen in der Lage sein, die Wahrscheinlichkeit hierfür ist jedoch als gering zu be-
trachten. Bei der Assayentwicklung können diese Tertiärstrukturen zu einer Reihe von Proble-
men führen. Bei Detektionsmethoden, bei denen die Transduktion durch strukturelle Ände-
rungen erfolgt, können G-Quadruplexe die strukturelle Flexibilität des Aptamers einschränken
[42, 44]. Wenn die G-Quadruplex-Struktur an der Targetbindung beteiligt ist, sich aber auch
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in Abwesenheit des Targets bildet, kommt es bei Targetbindung zu keiner strukturellen Um-
lagerung, was auch in keiner Signaländerung resultiert. Diese Änderung ist jedoch für die
Transduktion nötig. Die Detektion mit dem TID- und TISS-Modus beruhen auf diesen struk-
turellen Veränderungen. Das Vorhandensein der stabilen G-Quadruplex-Strukturen führt bei
der Verwendung des TID-Modus zu einer unvollständigen Hybridisierung der komplementä-
ren Olignukleotide. Für die Oligonukleotid-Hybridisierung muss das Aptamer teils ungefaltet
vorliegen und strukturell flexibel sein. Sind G-Quadruplexe vorhanden, sind die Aptamerstruk-
turen relativ starr und die Hybridisierung wird eingeschränkt. Um die Struktur von VDBA14
auf G-Quadruplexe zu analysieren, wurden daher CD-spektroskopische Untersuchungen des
Aptamers durchgeführt. Auch der Einfluss von Kaliumionen im Aptamerbindepuffer auf die
Aptamerstruktur wurde analysiert. Die Sekundärstruktur von VDBA14 wurde mittels mFold
vorhergesagt (Abb. 4.1). Die gezeigten CD-Spektren (Abb. 4.1b) wurden aus drei Scans gemit-
telt und anschließend die Elliptizität gegen die jeweilige Wellenlänge aufgetragen.
(a) Vorhersage der Sekundärstruktur von VDBA14
durch mFold.




















 0 mM K+
 10 mM K+
 100 mM K+
218 nm
(b) CD-Spektrum von VDBA14 bei verschiedenen Ka-
liumkozentrationen
Abb. 4.1.: Charakterisierung der Aptamerstruktur mittels mFold und CD-Spektroskopie. (a) Vorher-
gesagte Sekundärstruktur des 25(OH)D-Aptamers (VDBA14) mittels mFold-Analyse. Stem-
Strukturen sind mit S gekennzeichnet, wohingegen Loop-Strukturen mit L gekennzeichnet
sind. Die freie Enthalpie der Sekundärstruktur beträgt dG = -6,73. (b) Cirkulardichroismus-
Spektrum von VDBA14 in Gegenwart von drei verschiedenen Bindungspuffern mit steigender
Kaliumkonzentration (0 mM bis 100 mM K+). Die Spektren wurden durch die Akkumulation
von drei Scans erhalten, welche von 200 nm bis 320 nm aufgenommen wurden.
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Das CD-Spektrum von VDBA14 zeigt eine schwach positive Bande bei 218 nm, sowie eine
stark negative Bande bei 243 nm. Eine weitere stark positive Bande kann bei 272 nm beob-
achtet werden. Anhand der Orientierung (positive oder negative Ellipzität) der Banden und
Wellenlängen der Banden lässt sich anschließend das CD-Spektrum mit Literaturwerten ver-
gleichen. Die in Abb. 4.1b gezeigten CD-Spektren von VDBA14 wurden mit verschiedenen G-
Quadruplex-Spektren aus der Literatur verglichen. Generell lassen sich G-Quadruplexe in zwei
Gruppen einteilen: Parallele und Antiparallele G-Quadruplexe. Bei parallelen G-Quadruplexen
verlaufen die Nukleinsäurenstrange in die selbe Richtung, bei antiparallelen G-Quadruplexen
laufen die Stränge entgegengesetzt aneinander vorbei. Weiterhin lassen sich die antiparallelen
G-Quadruplexe in Gruppe II und III unterteilen, wobei die Klassifizierung durch die Kombinati-
on der GBA (Glycosidic Binding Angles) erfolgt. In CD-Spektren können parallele Quadruplexe
können durch eine starke positive Bande bei 260 nm identifiziert werden (Abb. 4.2 A). Antipar-
allele G-Quadruplexe (Abb. 4.2 B und C) weisen eine positive Bande bei 290 nm auf. Antipar-
allele Quadruplexe der Stufe II (Abb. 4.2 B) weisen weiterhin eine negative Bande bei 240 nm
auf, wohingegen Stufe III (Abb. 4.2 C) eine negative Bande bei 260 besitzt [86, 87]. B-DNA ist
eine der möglichen Doppelhelixstrukturen, welche DNA-Moleküle einnehmen können. Dabei
ist B-DNA eine doppelsträngige DNA-Helix, welche strukturell die klassische DNA-Anordnung
ist. Neben der B-Form existieren noch die A-Form und Z-Form, welche kompaktere Anordnun-
gen der Nukleotide darstellen. Dadurch sind diese Strukturen gespannter und komprimierter.
Auch die verschiedenen DNA-Formen lassen sich mittels CD-Spektroskopie bestimmen. Bei
der CD-spektroskopischen Analyse von VDBA14 konnte gezeigt werden, dass das Aptamer ei-
ne B-Form einnimmt (Abb. 4.2 D). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass VDBA14 keine
G-Quadruplex-Struktur unter Abwesenheit von 25(OH)D ausbildet.
Die Bildung von G-Quadruplexen ist stark von Pufferbedingungen abhängig, wie beispiels-
weise der Konzentration von monovalenten und divalenten Kationen. Besonders Kaliumio-
nen fördern die Ausbildung von G-Quadruplexen [44]. Daher müssen bei der strukturellen
Analyse von Aptameren auf G-Quadruplexe auch verschiedene Pufferbedingungen betrach-
tet werden. In weiteren CD-Spektroskopischen Untersuchungen konnte auch bei hohen K+-
Konzentrationen von bis zu 100 mM keine Veränderung der Aptamerstruktur beobachtet wer-
den (Abb. 4.1b). Der Aptamerbindepuffer, welcher während der Aptamerselektion verwendet
wurde, beinhaltet standardmäßig 5 mM KCl. Somit bildet VDBA14 auch bei stark G-Quadruplex
fördernden Bedingungen des Puffers keine dieser Tertiärstrukturen aus. Einen weiteren Ein-
fluss auf die Aptamerstruktur hat das Zielmolekül, welches durch das Aptamer gebunden wird.
Es ist möglich, dass durch die Bindung des Zielmoleküls G-Quadruplex-Strukturen gebildet
werden, welche durch die oben genannten Ionen noch weiter stabilisiert werden. Die VDBA14-
23
KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Abb. 4.2.: Typische Circulardichroismus-Spektren von G-Quadruplexen und B-Form DNA. a CD-
Spektrum von parallelen G-Quadruplexen. b CD-Spektrum von antiparallelen G-
Quadruplexen der Gruppe II. c CD-Spektrum von antiparallelen G-Quadruplexen der Gruppe
III. d CD-Spektrum von B-Form DNA. Die Kurvenverläufe der CD-spektroskopischen Aufnah-
men von G-Quadruplexen wurden basierend auf [87] erstellt.
25(OH)D-Interaktion wurde in zwei verschiedenen Ansätzen (0 mM KCl und 100 mM KCl) er-
neut mittels CD-Spektroskopie untersucht. Die daraus resultierenden Spektren sind in Abb. 4.3
zu sehen.
Wie bereits bei den CD-Spektren von VDBA14 bei Abwesenheit des Targets 25(OH)D, zei-
gen die Spektren eine positive Bande bei 218 nm. Eine weitere, negative Bande befindet bei
243 nm, gefolgt von einer stark positiven Bande bei 272 nm. Bei der Zugabe von 25(OH)D
(schwarze Kurven) zeigt sich keine Verschiebung der Banden in y-Richtung, was für eine signi-
fikante strukturelle Veränderung des Aptamers sprechen würde. Hohe Kaliumkonzentrationen
von 100 mM führten ebenfalls zu keiner Entstehung von komplexen Tertiärstrukturen und die
VDBA14-Struktur besaß weiterhin alle Charakteristika von B-Form DNA. Bei beiden Kalium-
konzentrationen sind Änderungen der Ellipzitätsintensität zu beobachten, wenn das Zielmo-
lekül 25(OH)D hinzugegeben wurde. Dies spricht für eine Einlagerung von 25(OH)D in die
B-Form-Struktur von VDBA14, was in nur geringen strukturellen Änderungen des Aptamers
resultiert.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass VDBA14 trotz der GC-reichen Sequenz auch bei G-
Quadruplex-fördernden Bedingungen (hohe Kaliumkonzentration) keine der komplexen Terti-
ärstrukturen ausbildet. Auch bei der Target-Bindung kommt es zu keiner strukturellen Umlage-
rung des Aptamers und es behält die B-Form. Es lässt sich vermuten, dass sich das Zielmolekül
25(OH)D in die B-förmige DNA einlagert und daraus nur eine geringe strukturelle Änderung
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Abb. 4.3.: Cirkulardichroismus-Spektren des VDBA14-25(OH)D-Komplexes (blau und rot) und von VD-
BA14 ohne das Vorhandensein von 25(OH)D (schwarz). 10 μM 25(OH)D und 10 μM Aptamer
(finale Konzentrationen) wurden dafür in Aptamerbindepuffer mit 10 % Ethanol gelöst und
anschließend (entweder ohne KCl oder mit 100 mM KCl) vermessen. Die Spektren wurden
durch die Akkumulation von drei Scans erhalten, welche von 200 nm bis 320 nm aufgenom-
men wurden.
im Aptamer resultiert. Um die VDBA14-25(OH)D-Bindung genauer zu charakterisieren, wurde
in den folgenden Schritten die Kd bestimmt. Hierfür wurde die MST verwendet.
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4.1.2. Untersuchung der Affinität von VDBA14
Nachdem die Struktur von VDBA14 in Kapitel 4.1.1 auf das Vorhandensein von G-Quadruplexen
untersucht wurde, folgte als nächster Charakterisierungsschritt die Detektion der Aptamer-
Target-Bindung. Für die Analyse von Interaktionen zwischen Biomolekülen eignet sich die MST,
da schnell Bindungsereignisse detektiert werden können. Werden Bindungsereignisse mittels
MST detektiert, kann anschließend die Dissoziationskonstante, auch Kd genannt, bestimmt
werden. Die Kd ist die Konzentration, bei der die Hälfte der Aptamere das Target gebunden
hat. Je größer die Kd, desto weiter liegt dieses Gleichgewicht auf der ungebundenen, dissozi-
ierten Seite der Interaktion. Dadurch ist diese Kennzahl auch für die Aptamercharakterisierung
wichtig. Mit der Kd lässt sich die Affinität des Aptamers zu seinem Target beschreiben. Je klei-
ner die Kd, desto höher ist diese Affinität und desto spezifischer ist das verwendete Aptamer.
Für die Durchführung einer MST wird ein ungelabelter Bindungspartner gegen einen fluo-
reszenzmarkierten Bindungspartner titriert. Anschließend wird die thermophoretische Bewe-
gung bei verschiedenen Konzentrationen betrachtet. Durch die Interaktion (in diesem Fall der
Aptamer-Target-Bindung) verändert sich die thermophoretische Bewegung bei den verschie-
denen Konzentrationen. Diese Veränderung wird in der MST detektiert und die Generierung
einer Bindungskurve ist möglich.
Um die Interaktion von VDBA14 und dem Target 25(OH)D zu analysieren, wurde VDBA14 am
5’-Terminus mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert. Das gelabelte Aptamer wurde mit ei-
ner Endkonzentration von 10 nM eingesetzt. Die 25(OH)D-Konzentration wurde von 10 μM bis
1 nM variiert. Die Interaktion der beiden Bindungspartner wurde dann bei Raumptemperatur
in der MST analysiert (Abb. 4.4).
In den Messwerten der MST lässt sich eine abnehmende Fluoreszenzintensität mit steigen-
den 25(OH)D-Konzentrationen erkennen. Die maximale Amplitudendifferenz beträgt ΔFNorm
= 4 ‰. Für eine aussagekräftige MST sollte diese Amplitude mindestens 6 ‰ betragen, wes-
halb eine höhere Amplitude für die Detektion von Bindungsereignissen bevorzugt wird. Durch
die vorangegangenen CD-spektrometrischen Untersuchungen in Kapitel 4.1.1 konnte gezeigt
werden, dass die Tertiärstruktur von VDBA14 die B-Form einnimmt. Diese Strukturen zeich-
nen sich durch doppelsträngige Bereiche aus, welche durch hohe Temperaturen aufgebrochen
werden können. Demnach könnte die Erhöhung der Temperatur während des MST-Laufs die
Aptamerstruktur leicht instabilisieren und so bei Zugabe von höheren Targetkonzentrationen
zu signifkanten strukturellen Änderungen führen. Diese Änderungen könnten dann leichter in
der MST detektiert werden. Der Anteil von GC-Basenpaaren ist maßgeblich für die Schmelz-
temperatur von Desoxyribonukleinsäuren. Die berechnete Schmelztemperatur von VDBA14
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Abb. 4.4.: Interaktion von VDBA14 und 25(OH)D bei Raumtemperatur. Für die MST-Messung wurde
25(OH)D zuvor seriell in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v) Ethanol verdünnt. Anschlie-
ßend wurde jede Verdünnungsstufe mit 10 nM 5’-Cy5-markierten VDBA14 vermischt (finale
Konzentration). Nach einer Inkubation von 1 h wurde die Interaktion der beiden Biomole-
küle bei Raumtemperatur mittels MST vermessen. Die Fehlerbalken stellen die Standardab-
weichung von drei individuellen MST-Experimenten dar (N = 3). Die Bindungskurve wurde
mit der NT.Analysis Software generiert und in Origin 2018 bearbeitet.
liegt bei 76,3 °C, eine Simulation der Schmelztemperatur von VDBA14 mittels NUPACK zeigte
einen Tm-Wert von 63 °C. Die durchgeführte Simulation ist in Abb. 4.5 gezeigt.
Bereits bei Raumtemperatur sind 45 % der Basen in dem 25(OH)D-Aptamer ungepaart. Dies
konnte in einer mFold-Strukturvorhersage (Abb. 4.1a) bestätigt werden, da ein Großteil der
Basen ungepaart in Loop-Strukturen vorliegt. Die Simulation der Schmelztemperatur zeigte
weiterhin, dass sich bei der Erhöhung der Temperatur der Anteil ungepaarter Basen erhöht.
Eine Sättigung ist ab 95 °C erreicht. Bei dieser Temperatur liegen nur noch 10 % der Nukleoti-
de gepaart vor. Die ermittelte Schmelztemperatur der Analyse lag bei 63 °C. Um den Einfluss
der Temperatur auf die Targetbindung durch VDBA14 zu untersuchen, wurde eine weitere
NUPACK-Strukturanalyse durchgeführt. Dabei wurde das Equilibrium von gepaarten zu unge-
paarten Basen bei drei verschiedenen Temperaturen simuliert (Abb. 4.6).
Aufgrund der vorherigen Ergebnisse ist zu erwarten, dass sich die Struktur des Aptamers bei
steigender Temperatur verändert und sich so bestimmte Sekundärstrukturen umlagern kön-
nen. Die NUPACK-Strukturanalyse zeigt bereits bei einer Temperaturerhöhung von 25 °C auf
35 °C eine Strukturveränderung im unteren Bereich des Aptamers (Pfeil i, Abb.4.6 (A)). Eine
weitere Erhöhung auf 45 °C führt zu keinen signifikanten Strukturänderungen von VDBA14.
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Abb. 4.5.: Simulierte Schmelzkurve von VDBA14. Die Simulation der Schmelzkurve wurde mit der
NUPACK-Software durchgeführt und zeigt den Anteil von ungepaarten Basen im Aptamer
bei verschiedenen Temperaturen. Die Analyse wurde wie in [88] angegeben durchgeführt.
Der obere Bereich von VDBA14 (Loop L1 und Stem S1) bleiben weitesgehend unverändert. Dies
wurde erwartet, da es sich bei Loops um stabile Sekundärstrukturen handelt. Der G-reiche Loop
L1 besitzt eine hohe strukturelle Stablität, auch bei steigender Temperatur. Eine leichte Insta-
bilisierung der Stem-Struktur S1 ist bei steigender Temperatur zu beobachten (Pfeil ii, Abb.4.6
(C)). Im unteren Bereich von VDBA14 sind die oben genannten strukturellen Umlagerungen zu
beobachten. Das Equilibrium bewegt sich dort in Richtung zu ungepaarten Nukleotiden (Gelb-
Blau).
Da in der vorangegangenen MST (Abb. 4.4) keine eindeutige Bindung von VDBA14 an 25(OH)D
nachgewiesen werden konnte, wurde erneut eine MST durchgeführt. Die Temperatur während
des Laufes wurde auf 35 °C erhöht, da sich in den strukturellen Analysen gezeigt hat, dass dies
die Sekundärstruktur von VDBA14 leicht instabilisiert. Durch die anschließende Hinzugabe von
25(OH)D wurde eine Stabilisierung der Aptamerstruktur erwartet. Diese Strukturänderung
würde dann, anders als bei Raumtemperatur, in der MST zu einem eindeutigen Bindungser-
eignis führen. Das Ergebnis dieses MST-Experimentes ist in Abb. 4.7 gezeigt.
Der Verlauf der MST-Kurve bei 35 °C weicht stark von der vorangegangenen MST-Kurve bei
Raumtemperatur (Abb. 4.4) ab. Auffällig ist, dass die Standardabweichung bei der höheren
Temperatur zwischen den drei MST-Läufen geringer ist, als bei der MST bei Raumtempera-
tur. Weiterhin ist die Amplitude der Bindungskurve bei 35 °C höher (ΔFNorm = 6 ‰). Ab
einer 25(OH)D-Konzentration von ca. 100 nM stellt sich eine Sättigung des Aptamer-25(OH)D-
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Abb. 4.6.: Vorhersage der Sekundärstruktur von VDBA14 bei verschiedenen Temperaturen mittels
NUPACK. Gezeigt ist die Wahrscheinlichkeit, dass das farblich gekennzeichnete Nukleo-
tid die dargestellte Position im Gleichgewicht einnimmt. Rot entspricht einer hohen Sta-
bilität, blau einer niedrigen Stabilität. (A) Simulation der VDBA14-Sekundärstruktur bei
25 °C (B) Simulation der VDBA14-Sekundärstruktur bei 35 °C (C) Simulation der VDBA14-
Sekundärstruktur bei 45 °C. Die Analyse wurde mit dem in [88] beschriebenen Algorithmus
durchgeführt.
Komplexes ein. Weiterhin ist zu erkennen, dass die durch das Fitting erstellte Bindungskurve
ab ca. 10 nM abflacht, was ebenfalls auf eine Sättigung deutet.
Verglichen mit dem MST-Lauf bei 25 °C konnte eine Erhöhung der Temperatur während des
Laufes den gewünschten Effekt erzielen und es konnte ein eindeutiges Bindungsereignis be-
obachtet werden. Nicht nur die Standardabweichung zwischen drei individuellen MST-Läufen
konnte so stark verringert werden, auch das Abschätzen einer Kd (Kd = 14,99 nM) war nun
möglich. Die Amplitude, welche eine Angabe über die Stärke der strukturellen Veränderung ist,
ist in dem höher temperierten MST-Lauf ebenfalls wesentlich größer, was für stärkere struktu-
relle Änderungen in VDBA14 spricht. Für die weitere Assay-Entwicklung ist die Abschätzung
der Kd insofern wichtig, da sie eine Kennzahl für die Affinität des Aptamers zu dem Target
ist. Eine Kd im nanomolaren Bereich ermöglicht die hochsensitive Detektion von 25(OH)D im
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Abb. 4.7.: Interaktion von VDBA14 und 25(OH)D bei 35 °C. Für die MST-Messung wurde 25(OH)D zu-
vor seriell in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v) Ethanol verdünnt. Anschließend wurde jede
Verdünnungsstufe mit 10 nM 5’-Cy5-markierten VDBA14 (finale Konzentration) vermischt.
Nach einer Inkubation von 1 h wurde die Interaktion der beiden Biomoleküle bei 35 °C mit-
tels MST vermessen. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung von drei individuellen
MST-Experimenten dar (N = 3). Die Bindungskurve wurde mit der NT.Analysis Software ge-
neriert und in Origin 2018 bearbeitet.
späteren Entwicklungsverlauf, da das Target auch im nanomolaren Konzentrationsbereich vor-
liegt.
Zusammenfassend lassen sich mithilfe der CD-Spektren und MST-Messungen vermuten, dass
das Aptamer das Target in seiner B-Form-Struktur bindet und dabei keine starken strukturel-
len Veränderungen oder Umlagerungen auftreten. Wäre es zu drastischen Umlagerungen der
Sekundär- und Tertiärstruktur gekommen, hätte dies in den CD-Spektren und in der MST bei
Raumtemperatur ersichtlich sein müssen. Lediglich die Erhöhung der Temperatur während der
MST führte zur erfolgreichen Messung eines Bindungsereignisses. Durch die erhöhte Tempera-
tur wird die Aptamerstruktur leicht instabilisiert, wodurch sich bei 25(OH)D-Bindung stärkere
strukturelle Änderungen ergeben. Bei einer Temperaturerhöhung bleiben die Loops L1 und
L2 unverändert, lediglich an Loop 3 kommt es zu einer Umlagerung. Weiterhin führt die Erhö-
hung der Temperatur zur Instabilisierung der Stems S1 und S2, was weitere mögliche Aptatope
darstellen.
Nachdem in den Abschnitten 4.1.1 und 4.1.2 die VDBA14-Struktur und Affinität zum Zielmo-
lekül 25(OH)D aufgeklärt werden konnte, wird im nächsten Schritt die Spezifität von VD-
BA14 überprüft. Da der zu entwickelnde entwickelte Sensor in seiner finalen Anwendung
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25(OH)D ohne potentielle Kreuzreaktionen nachweisen soll, ist dieser Schritt äußerst wichtig.
Das Vorhandensein einer Reihe von 25(OH)D-Vorgängermolekülen wie Prä-Vitamin D3 und
7-Dehydrocholesterol erschweren die Detektion von 25(OH)D in der finalen Anwendung im
POCT-Ansatz.
4.1.3. Untersuchung der Spezifität von VDBA14
Ein weiterer wichtiger Charakterisierungsschritt von Aptameren ist die Bestimmung der Spe-
zifität. Bei der Selektion von Aptameren gegen größere Targets, wie beispielsweise Proteinen,
gibt es für das Aptamer viele mögliche Erkennungsstellen. Je weniger funktionelle Gruppen
ein Molekül besitzt, desto unspezifischer können die Aptamer-Target-Interaktionen werden,
da die erkannten Gruppen in ähnlicher Konfiguration auch in anderen Molekülen vorkom-
men können. Im Falle der kleinen Moleküle ist dies besonders kritisch, da diese Moleküle ge-
gebenenfalls nur Hydroxyl- oder Methylgruppen als Erkennungsmerkmale besitzen. Am Bei-
spiel der Detektion des kleinen Moleküls Ethanolamin konnte gezeigt werden, dass Ethyl- und
Methylamin-Gruppen essentiell für die Aptamererkennung sind [89]. Besitzen andere Molekü-
le, wie beispielsweise das strukturell ähnliche Propylamin auch diese Gruppen, wird die Apt-
amerbindung unspezifisch. Unspezifische Targetbindungen können besonders bei der Bestim-
mung von Metaboliten im menschlichen Körper vorkommen, da eine Reihe von (Zwischen)-
Biosyntheseprodukten im Blut zirkulieren. Dies führt zu falschpositiven Ergebnissen oder ei-
ner Überschätzung der tatsächlich vorhandenen Konzentration des Analyten, falls das Aptamer
nicht spezifisch ist.
Um die Kreuzreaktivität des Aptamers mit anderen, strukturell verwandten Molekülen aus-
zuschließen, wurde erneut eine MST durchgeführt. In der MST wurden die Interaktion von
VDBA14 mit dem Target 25(OH)D, sowie die Interaktion von VDBA14 mit dem Vorläufermo-
lekül Vitamin D3 untersucht. Dieses Molekül ist die Vorstufe von 25(OH)D und unterscheidet
sich lediglich durch eine nicht vorhandene Hydroxylgruppe von 25(OH)D. Die MST-Messungen
wurden bei 35 °C durchgeführt. Die beiden Moleküle werden in zwei getrennten MST-Läufen im
Bereich von 1 nM bis 10 μM verdünnt und mit einer konstanten 5’-Cy5-VDBA14-Konzentration
von 10 nM vermischt. Abb. 4.8 zeigt das Ergebnis der MST-Analysen.
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Abb. 4.8.: Interaktion von VDBA14, 25(OH)D und Cholecalciferol (Vitamin D) bei 35 °C. Für die MST-
Messung wurde 25(OH)D bzw. Vitamin D zuvor seriell in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v)
Ethanol verdünnt. Anschließend wurde jede Verdünnungsstufe mit 10 nM 5’-Cy5-markierten
VDBA14 (finale Konzentration) vermischt. Nach einer Inkubation von 1 h wurde die Inter-
aktion der Biomoleküle bei 35 °C mittels MST vermessen. Die Fehlerbalken stellen die Stan-
dardabweichung von drei individuellen MST-Experimenten dar (N = 3). Die Bindungskurve
wurde mit der NT.Analysis Software generiert und in Origin 2018 bearbeitet.
Bei der Verwendung von 25(OH)D konnte, wie im vorherigen Abschnitt 4.1.2, eine Bindungs-
kurve beobachtet werden. Diese Bindungskurve zeichnet sich durch einen sigmoidalen Kur-
venverlauf aus, was ein Hinweis auf ein vorgelageres Gleichgewicht sein könnte. So können
beispielsweise verschiedene Aptamerfaltungen im Gleichgewicht stehen, jedoch nur eine dieser
Stufen ist in der Lage das Target zu binden.
Bei der Verwendung des Vorläufermoleküls Vitamin D3, auch Cholecalciferol genannt, konn-
te keine Bindungskurve beobachtet werden. Die erhaltenen Messwerte zeigten keine Tendenz,
wodurch eine Interaktion zwischen VDBA14 und diesem Molekül ausgeschlossen werden kann.
VDBA14 ist somit in der Lage, die zwei Moleküle nur durch das Vorhandensein einer Hydro-
xylgruppe zu unterscheiden und spezifisch nur 25(OH)D zu binden.
25(OH)D liegt, verglichen mit den anderen Vitamin D-Zwischenprodukten, im menschlichen
Körper mit der höchsten Konzentration vor. Das in der MST analysierte Biosynthesezwischen-
produkt Vitamin D3 liegt im Körper mit der zweitgrößten Konzentration vor. Andere Biosynthe-
sezwischenstufen des Vitamin D-Stoffwechsels, wie beispielsweise 7-Dehydrocholesterol und
Prä-Vitamin-D3 können für die Betrachtung der Spezifität vernachlässigt werden. Diese Mole-
küle sind nur in der Epidermis vorhanden, lediglich Vitamin D3, 25(OH)D und das Produkt der
Biosynthese Calcitriol kommen im menschlichen Blutkreislauf vor.
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In den vorangegangenen Kapiteln 4.1.1, 4.1.2 und 4.1.3 wurde das 25(OH)-bindende Aptamer
VDBA14 charakterisiert. Die Bindungsaffinität, Aptamerstruktur und Spezifität des Aptamers
wurde bestimmt. Dies ermöglicht im nächsten Schritt die Entwicklung eines Assays für die
Detektion von 25(OH)D.
4.2. Entwicklung von komplementären Oligonukleotiden für
den TID-Assay
Sowohl die aufgenommenen CD-Spektren (Kapitel 4.1.1), als auch die MST-Messungen (Ka-
pitel 4.1.2) zeigten, dass bei der 25(OH)D-Bindung bei Raumtemperatur keine signifikanten
strukturellen Veränderungen im Aptamer auftreten. Lediglich bei der Erhöhung der Tempera-
tur konnte eine strukturelle Veränderung bei 25(OH)D-Bindung beobachtet werden. Für die
Entwicklung eines 25(OH)D-Assays führt dies zum Ausschluss des TISS-Modus. Das Detek-
tionsprinzip des TISS-Modus beruht auf einer signifikanten strukturellen Änderung des Apt-
amers bei der Bindung des Zielmoleküls. Diese strukturelle Änderung sollte bereits bei gerin-
gen Targetkonzentrationen auftreten. In den durchgeführten Experimenten konnte eine mess-
bare, strukturelle Änderung lediglich durch eine Erhöhung der Temperatur hervorgerufen wer-
den. Da 25(OH)D bei höheren Temperaturen instabil wird und zerfällt, sollte von einem Assay
bei erhöhter Temperatur abgesehen werden. Die Verwendung des Sandwich- oder Sandwich-
ähnlichen Modus entfällt für die 25(OH)D-Assay-Entwicklung ebenfalls, da in diesem Modus
25(OH)D durch zwei Aptamere gebunden wird. Die in dem Sandwichassay verwendeten Apt-
amere erkennen unterschiedliche Epitope des Targets. In kleinen Molekülen ist die Anzahl der
Bindungsstellen durch ihre molekulare Größe stark begrenzt, was die Entwicklung von diesem
Modus erschwert. Auch die Verwendung eines Competitive Replacement-Modus (CR-Modus)
ist nicht erstrebenswert, da hier das Zielmolekül immobilisiert werden muss. Für die Immobili-
sierung werden chemische Linker verwendet, welche an die vorhandenen funktionellen Grup-
pen des kleinen Moleküls gebunden werden. Dies grenzt die Verfügbarkeit von freien Gruppen
für die Targeterkennnung durch das Aptamer weiter ein. Besonders wenn die Targetbindung
nur geringe strukturelle Änderungen verursacht, erscheint der TID-Modus vielversprechend.
Dieser beruht auf der Verdrängung von komplementären Oligonukleotiden. Diese Oligonukleo-
tide hybridisieren mit dem Aptamer vor der Zugabe des Targets. Wird das Target dann von dem
Aptamer gebunden, werden die Oligonukleotide verdrängt. Der in dieser Dissertation etablier-
te TID-Assay beruht auf dem signal-off -Prinzip, da das fluoreszenzmarkierte, komplementäre
Oligonukleotid bei Targetbindung verdrängt wird. In den folgenden Waschschritten wird es
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von der Assayoberfläche gewaschen und anschließend die Abnahme der Fluoreszenzintensität
bestimmt. Auch geringe strukturelle Änderungen stellen kein Problem dar, da hier die Trans-
duktion durch die Verdrängung des Oligonukleotids erfolgt.
In den folgenden Kapiteln wird die Entwicklung eines TID-Assays für die Detektion von 25(OH)D
gezeigt. Hierbei ist der erste Schritt die Identifizierung und Charakterisierung eines geeigneten,
komplementären Oligonukleotids.
4.2.1. Design der komplementären Oligonukleotide
Die Ergebnisse aus dem Kapitel 4.1 zeigten, dass die Ausbildung des VDBA14-25(OH)D-Kom-
plexes zu geringen strukturellen Änderungen im Aptamer führt. Es ist wahrscheinlich, dass
25(OH)D in den bereits vorhandenen Sekundär- und Tertiärstrukturen gebunden wird und es
zu keiner strukturellen Umlagerung des Aptamers kommt. Durch die geringe Größe des Targets
wird die Struktur von VDBA14 nicht bzw. nur in geringem Maße beeinflusst. Der 25(OH)D-
Assay wurde auf Basis des TID-Assays entwickelt, welcher sich die Verdrängung von komple-
mentären Oligonukleotiden bei Anwesenheit des Targets zu Nutze macht. Die Oligonukleotide
können beispielsweise mit einem Fluoreszenzfarbstoff gelabel werden, sodass bei der Verdrän-
gung durch das Target eine Signaländerung der Fluoreszenzintensität gemessen werden kann.
Dabei ist die Verdrängung des Oligonukleotids proportional zur Analytenkonzentration. Der
erste Schritt bei der Entwicklung eines TID-Assays ist das Design der komplementären Oligonu-
kleotide. Anhand der Sekundärstruktur des Aptamers werden potentielle Oligonukleotidbinde-
stellen identifziert. Abb. 4.9a zeigt die durch mFold vorhergesagte VDBA14-Sekundärstruktur.
In der Literatur wurde der Bereich zwischen der Haarnadelstruktur L1 und L2 als hochkonser-
vierter Bereich für die 25(OH)D-Bindung bestimmt. Demnach ist dieser Bereich maßgeblich
an der Targetbindung beteiligt [90]. Dieser Bereich des Aptamers wurde in den vorherigen
Kapiteln als potentielle 25(OH)D-Bindestelle identifiziert, da sich bei der Targetbindung nur
geringe strukturelle Änderungen ergaben und durch die Temperaturerhöhung hauptsächlich
die Stem-Bereiche instabilisiert wurden. Bei dem Design eines TID-Assays ist die Länge der
Oligonukleotide ein wichtiger Parameter, da die Länge direkt mit der Bindungsstärke an das
Aptamer korreliert. So binden lange Oligonukleotide sehr stabil an das Aptamer und können
durch die Hinzugabe des Targets nicht mehr verdrängt werden. Für die Entwicklung von TID-
Assays sind kurze Oligos eher geeignet, da sie leichter durch das Target verdrängt werden
können. Mit einer Oligonukleotidlänge von 10 nt konnte so ein hochsensitiver TID-Assay für
die Detektion des kleinen Moleküls ATP entwickelt werden [91]. Basierend auf diesen Erkennt-
nissen wurden drei Oligonukleotide mit einer Länge von 10 Nukleotiden als Ausgangspunkt
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entworfen. Diese binden in dem Bereich der beiden Loop-Strukturen (L1, L2) und dem Stem-
Bereich zwischen diesen. Oligonukleotid 1 (O1) deckt die G-reiche Haarnadelstruktur 1 (L1)
ab, während Oligonukleotid 2 (O2) an den Bulge-Loop L2 bindet. Das komplementäre Oli-
gonukleotid 3 (O3) bindet in dem Stammbereich (S1) zwischen den beiden Schleifen (Abb.
4.9a).
Oligonukleotid 1 (O1) 5’-Cy5-TCACACCCCC-3’
Oligonukleotid 2 (O2) 5’-Cy5-CACCAAAGTC-3’
Oligonukleotid 3 (O3) 5’-Cy5-AAAGTCACAC-3’
(a) Bindestellen der komplementären Oligonukleoti-
de an VDBA14.
(b) Hybridisierungskurven der drei Oligonukleotide.
Abb. 4.9.: (a) Die drei komplementären Oligonukleotide O1-O3 wurden so erstellt, dass diese die ver-
mutete Targetbinderegion von VDBA14 möglichst breit erfassen. (b) Interaktion der drei
Oligonukleotide und VDBA14 bei 35 °C. Für die MST-Messung wurde das jeweilige Oligo-
nukleotid zuvor seriell in Aptamerbindepuffer verdünnt. Anschließend wurde jede Verdün-
nungsstufe mit 10 nM 5’-Cy5-markierten VDBA14 (finale Konzentration) vermischt. Nach ei-
ner Inkubation von 1 h wurde die Interaktion der Biomoleküle bei 35 °C mittels MST vermes-
sen. Die Hybridisierungskurve wurde mit der NT.Analysis Software generiert und in Origin
2018 bearbeitet.
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Tab. 4.2.: Mittels MST ermittelte Kennzahlen der drei komplementären Oligonukleotide im Hybridi-
sierungsversuch. Gezeigt ist die Dissoziationskonstante und die Konfidenz der ermittelten
Dissoziationskonstante.
Oligonukleotid Kd (nM) Kd-Konfidenz
1 ≥ 91,41 ± 238,02
2 ≥ 2,69 ± 0,76
3 ≥ 194,01 ± 129,32
Eine MST wurde durchgeführt, um die Oligonukleotide hinsichtlicher ihrer Affinität zu cha-
rakterisieren. Dafür wurde VDBA14 5’-Cy5-markiert und in mit einer finalen Konzentration
von 10 nM eingesetzt. Das jeweilige Oligonukleotid wurde seriell verdünnt um einen mög-
lichst breiten Konzentrationsbereich von 0,05 nM bis 1000 nM abzudecken. Die MST wurde
bei 35 °C durchgeführt (Abb. 4.9b), da sich im vorherigen Kapitel bei dieser Temperatur eine
Destabilisierung des Aptamers abgezeichnet hat. Dies ist für die Hybridisierung von Vorteil,
da die komplementären Oligonukleotide so einfacher an das teils ungefaltete Aptamer bin-
den können. Bei allen Oligonukleotiden konnte ein Bindungsereignis beobachtet werden. In
der MST kann durch das Auftreten eines sigmoidalen Kurvenverlaufes auf die Interaktion der
Bindungspartner geschlossen werden. Mit steigender Oligonukleotidkonzentration verlagert
sich die Gleichgewichtsreaktion in Richtung des VDBA14-Oligonukleotid-Komplexes. Bei ho-
hen Oligonukleotidkonzentrationen hat daher nahezu jedes Aptamermolekül ein komplemen-
täres Oligonukleotid gebunden (hoher Anteil an gebundenen Bindungspartnern). Die Verwen-
dung der komplementären Oligonukleotide 2 und 3 führte zu den größten Signalamplituden
(ΔFNorm) von bis zu 33 ‰. Oligonukleotid 1 führte bei der VDBA14-Hybridisierung zu einer
Amplitude von 20 ‰. Mithilfe der MO.Affinity Software wurden anschließend Fittings durch
die erhaltenen Datenpunkte zur Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kd) durchgeführt.
Die Kd beschreibt in diesem Fall die Affinität des Oligonukleotids zu dem Aptamer. Für eine
Zusammenfassung der MST-Ergebnisse siehe Tab. 4.2.
Oligonukleotid 2 besitzt, basierend auf der bestimmten Dissoziationskonstante, die höchste Af-
finität zu VDBA14. Dies zeigt sich durch eine Kd im niedrigen nanomolaren Bereich. Die Kd von
O1 und O3 liegen wesentlich höher. Somit liegt das Bindungsgleichgewicht bei der VDBA14-
O2-Interaktion eher auf der Seite des Aptamer-Oligonukleotid-Komplexes. Bei den anderen
Oligonukleotiden O1 und O3 liegt das Gleichgewicht der Bindungsreaktion eher auf der Sei-
te des ungebundenen Zustands. Mit der im vorherigen Kapitel bestimmten Kd der VDBA14-
25(OH)D-Interaktion von 14,99 nM bedeutet dies, dass das Aptamer stark bevorzugt an das
Target bindet und nicht bevorzugt an O1 und O3. Bei Oligonukleotid 2 ist es anders, da in die-
sem Fall die Affinität von VDBA14 zu O2 höher als zu 25(OH)D ist. Für die Entwicklung eines
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TID-Assays lassen sich aus den Erkenntnissen der Hybridisierungsexperimente eine Reihe von
Schlussfolgerungen ziehen.
Zum Einen ist es für den TID-Assay wichtig, dass möglichst viel komplementäres Oligonu-
kleotid an das Aptamer bindet. Dadurch lässt sich durch die Zugabe des Targets auch viel
Oligonukleotid verdrängen, was sich in einer erhöhten Sensitivität des Assays zeigt. Bindet das
komplementäre Oligonukleotid jedoch zu stark an das Aptamer, kann das Target das Oligonu-
kleotid nicht mehr effektiv verdrängen, was die Sensitivität des Assay wiederum herabsenkt.
Die drei Oligonukleotide wurden im nächsten Schritt hinsichtlich ihrer Vedrängungseffektivität
durch 25(OH)D evaluiert. Eine hohe Verdrängungsrate des Oligonukleotids durch das Target
ist bei der Etablierung eines TID-Assays essentiell.
4.2.2. Verdrängung der komplementären Oligonukleotide durch
25(OH)D
Im vorherigen Kapitel 4.2.1 wurden drei komplementäre Oligonukleotide für die Entwicklung
eines TID-Assays hinsichtlich ihres Hybridisierungsverhaltens mit dem 25(OH)D-bindenden
Aptamer charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass das Oligonukleotide 2 mit einer sehr hohen
Affinität an das Aptamer bindet. Für die korrekte Funktionsweise eines TID-Assays ist es un-
abdingbar, dass durch das Target eine nahezu vollständige Verdrängung des komplementären,
an das Aptamer gebundenen Oligonukleotids, erfolgt. Für eine effiziente Targetdetektion im
TID-Assay ist jedoch zu beachten, dass eine zu hohe Affinität des Oligonukleotids die Verdrän-
gung durch das Target erschwert. Wohingegen eine zu geringe Affinität dazu führt, dass das
Aptamer eher in der unhybridisierten Form vorliegt, wodurch eine Targetbindung bevorzugt
wird, jedoch keine Verdrängung des markierten Oligonukleotids erfolgen kann. Dies trägt nicht
zum Signal bei und beeinflusst somit die Sensitivität und Auswertbarkeit des Assays. Für die
Assayentwicklung sind dies zwei entgegengesetzte Effekte, welche im Folgenden für alle drei
Oligonukleotide betrachtet wurden.
In den vorherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass VDBA14 das Target 25(OH)D mit
einer hohen Affinität (Kd = 14,99 nM) bindet und dass die komplementären Oligonukleo-
tide in der Lage sind, mit VDBA14 zu hybridisieren. Als nächster Schritt sollte nun gezeigt
werden, dass die komplementären Oligonukleotide durch das Target auch verdrängt werden
können. In einem weiteren MST-Experiment wurde die Verdrängung der 5’-Cy5-markierten,
komplementären Oligonukleotide 1-3 untersucht. Als Positivkontrolle wurde 1 μM 25(OH)D
verwendet. Dieser Ansatz wurde anschließend mit der Negativkontrolle verglichen, in der sich
kein 25(OH)D befand. In diesem Ansatz sollte sich das Reaktionsgleichgewicht auf der Seite
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des VDBA14-Oligo-Komplexes befinden. Die strukturelle Änderung zwischen diesen Ansätzen
wurde anschließend durch die Änderung der Amplitude (ΔFNorm.) evaluiert (Abb. 4.10).
Abb. 4.10.: Verdrängung der komplementären Oligonukleotide bei hohen 25(OH)D-Konzentrationen in
der MST. Um die Verdrängung der Oligonukleotide durch 25(OH)D einschätzen zu können,
wurde ein MST-Experiment durchgeführt. Dafür wurde eine hohe 25(OH)D-Konzentration
von 1 μM verwendet, welche die Positivkontrolle darstellte. Als Negativkontrolle wurde ein
Ansatz ohne 25(OH)D hergestellt, welcher lediglich VDBA14 und 5’-Cy5-markiertes Oligo-
nukleotid enthielt. Anschließend wurde die Änderung der Fluoreszenzintensität (FNorm)
zwischen der Positiv- und Negativkontrolle in Relation gesetzt und die Änderung der Fluo-
reszenzintensität gegen das jeweilige Oligonukleotid aufgetragen (ΔFNorm). Die Ansätze
wurden in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v) Ethanol angesetzt und anschließend in der
MST bei 35 °C analysiert. Für jedes der drei Oligonukleotide wurde das MST-Experiment
dreimal wiederholt (N = 3) und aus der Standardabweichung die Fehlerbalken gebildet.
Die höchste strukturelle Änderung bei Anwesenheit von 1 μM 25(OH)D lässt sich bei der Ver-
wendung von Oligonukleotid 3 erkennen. Dort konnte ein Amplitude von 17 ‰ beobachtet
werden. Die zweithöchste Verdrängung konnte bei der Verwendung von Oligonukleotid 2 be-
obachtet werden. Dort wurde eine Amplitude von 10 ‰ erreicht. Die geringste Verdrängung
konnte bei der Verwendung von Oligonukleotid 1 beobachtet werden. Im Rahmen dieses Vor-
versuches konnte bei allen drei komplementären Oligonukleotiden eine Verdrängung des Oli-
gonukleotids bei hohen 25(OH)D-Konzentrationen von 1 μM beobachtet werden. Dabei führte
die Verwendung des Oligonukleotids 3 zu der stärksten Verdrängung bei einer hohen 25(OH)D-
Konzentration.
Für die spätere Detektion von 25(OH)D in Serum muss der TID-Assay auch Konzentrationen im
niedrigen, nanomolaren Bereich (50 nM bis 100 nM 25(OH)D) nachweisen können, sodass in
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diesem Konzentrationsbereich auch eine Oligonukleotidverdrängung zu beobachten sein soll-
te. Daher wurde erneut ein MST-Experiment durchgeführt, um diesen relevanten 25(OH)D-
Konzentrationsbereich abzudecken. 10 nM VDBA14 und das zu untersuchende, 5’-Cy5-mar-
kierte Oligonukleotid 1-3 (finale Konzentration 10 nM) wurden vermischt. Anschließend wur-
de die VDBA14-Oligonukleotidlösung zu den verschiedenen 25(OH)D-Verdünnungsstufen ge-
geben. Nach einer Inkubation von 1 h (kompetitiver TID) erfolgte die Messung mit der MST
bei 35 °C. Abb. 4.11 zeigt das Ergebnis dieser MST.
















































Abb. 4.11.: Verdrängung der komplementären Oligonukleotide durch 25(OH)D. Die Verdrängung der
drei komplementären Oligonukleotide wurde mittels MST bestimmt. Für die MST-Messung
wurde 25(OH)D zuvor seriell in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v) Ethanol verdünnt.
Anschließend wurde jede Verdünnungsstufe mit 10 nM 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotid
(finale Konzentration) vermischt und das Gemisch zu dem unmarkierten VDBA14 gege-
ben (finale Konzentration 10 nM VDBA14, 10 nM Oligonukleotid). Es handelte sich somit
um einen kompetitiven TID-Ansatz. Nach einer Inkubation von 1 h wurde die Verdrängung
der komplementären Oligonukleotide bei 35 °C mittels MST bestimmt. Die Bindungskurven
wurde mit der NT.Analysis Software generiert und in Origin 2018 bearbeitet. A Verdrängung
des komplementären Oligonukleotids 1. B Verdrängung des komplementären Oligonukleo-
tids 2. C Verdrängung des komplementären Oligonukleotids 3.
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Tab. 4.3.: Mittels MST ermittelte Kennzahlen der drei komplementären Oligonukleotide im TID-Assay.
Gezeigt ist die Amplitude nach dem Fitting einer Bindungskurve, die Dissoziationskonstante
und die Konfidenz der ermittelten Dissoziationskonstante.
Oligonukleotid Amplitude (AU) Scheinbare Kd (nM) Kd-Konfidenz
1 3,45 ≥ 5 ± 6,57
2 20,24 ≥ 10 ± 3,46
3 10,12 ≥ 1 ± 801,61
Oligonukleotid 1 (Abb. 4.11 A), Oligonukleotid 2 (Abb. 4.11 B) und Oligonukleotid 3 (Abb.
4.11 C) zeigen bei steigenden 25(OH)D-Konzentrationen eine absinkende Fluoreszenzintensi-
tät. Dabei lässt sich bei Oligonukleotid 1 und Oligonukleotid 3 das Erreichen einer Sättigung ab
ca. 10 nM 25(OH)D beobachten. Bei der Verwendung von Oligonukleotid 2 lässt sich sowohl
bei niedrigen 25(OH)D, als auch bei hohen 25(OH)D-Konzentrationen kein Einstellen eines
Sättigungseffektes beobachten.
Bei allen drei untersuchten Oligonukleotiden lässt sich ein 25(OH)D-abhängiger Effekt der
Oligonukleotidverdrängung erkennen. Für den TID-Assay bedeutet dies, dass theoretisch al-
le drei Oligonukleotide einsetzbar wären, da sie auf eine 25(OH)D-Konzentrationsänderung
mit der Verdrängung der Oligonukleotide reagieren. In den Verdrängungskurven ist ersicht-
lich, dass die Verwendung des Oligonukleotids 2 zu einem breiten dynamischen Bereich der
25(OH)D-Detektion verwendet werde könnte. Dies zeigt sich durch eine konzentrationsab-
hängige Verdrängungsreaktionen über die gesamte getestete 25(OH)D-Verdünnungsreihe. Da-
hingegen würde die Verwendung von Oligonukleotid 3 zu einem besonders sensitiven Assay
führen, da es im Bereich von 0,1 nM bis 10 nM 25(OH)D bei geringen Konzentrationsänderun-
gen zu einer starken Änderung der Fluoreszenzintensität (entspricht der Verdrängung) kommt.
Für eine Zusammenfassung der in der MST ermittelten Kennzahlen für die TID-Reaktion siehe
Tab. 4.3.
Für die erfolgreiche Verwendung des TID-Assays bei der späteren Detektion von 25(OH)D ist
der Konzentrationsbereich, in dem es zu einer Verdrängung kommt, von entscheidender Be-
deutung. Diese als Auflösung bezeichnete Kennzahl eines Biosensors gibt an, in welchem Kon-
zentrationsbereich eine sichtbare Veränderung des Signal zu beobachten ist [92]. Werden nun
die Kurvenverläufe von O2 und O3 miteinander verglichen, zeigt sich, dass O2 im TID-Ansatz
über ein breites 25(OH)D-Konzentrationsspektrum (1000 nM bis 0,1 nM) mit der Verdrängung
des Oligonukleotids reagiert. O3 hingegen zeigt einen schmaleren Konzentrationsbereich, in
dem die Verdrängungsreaktion statt findet (0,5 nM und 5 nM). 25(OH)D-Konzentrationen in
klinischen Proben liegen im Bereich von circa 50 nM bis 150 nM [9]. Somit würde die Ver-
wendung von O2 in einem TID-Assay zur Detektion von 25(OH)D in diesem Konzentrati-
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onsbereich eher geeignet sein, da die Verdrängungsreaktion über einen breiteren 25(OH)D-
Konzentrationsbereich zu beobachten ist.
Durch den Vergleich der drei komplementären Oligonukleotide konnte in einem ersten TID-
Experiment in der MST gezeigt werden, dass die Verwendung von Oligonukleotid 2 sowohl zu
der höchsten Oligoverdrängung, als auch zu dem vermeintlich breitesten dynamischen Bereich
für die 25(OH)D-Detektion führte. Für die weiteren Experimente im Microarrayformat wurde
somit Oligonukleotid 2 verwendet.
4.3. Immobilisierung von VDBA14 im Microarray-Format
In den vorherigen Kapiteln wurden die VDBA14-25(OH)D-Interaktion ohne die Immobilisie-
rung eines Bindungspartners durchgeführt. In diesem Kapitel werden diese Interaktionen auch
im immobilisierten Zustand analysiert. Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines TID-Assays,
welcher sich für den späteren Einsatz in Biosensoren für die Detektion von 25(OH)D im POCT-
Maßstab eignet. Dafür ist häufig die Immobilisierung des Aptamers nötig, um die Aptamere
beispielsweise in der späteren Anwendung einfacher regenerieren zu können. Weiterhin ver-
einfacht eine Aptamerimmobilisierung das Handling des Biosensors und so sind beispielsweise
auch Schnelltests möglich (z.B. Lateral Flow-Assays). Da die Immobilisierung von Aptameren
die Funktionalität und Affinität negativ beeinflussen kann, müssen die Auswirkungen dieser
Immobilisierungsschritte sorgfältig evaluiert werden. Bei der Entwicklung von optischen, apt-
amerbasierten Biosensoren ermöglicht das Microarrayformat eine schnelle und parallele Ana-
lyse von Bindungsinteraktionen in verschiedenen Versuchsbedingungen und ob das Aptamer
auch im immobilisierten Zustand das Target binden kann. Für die Durchführung eines Mi-
croarrays wird das Aptamer kovalent auf einer Oberfläche immobilisiert. Nach Untersuchung
der optimalen Immobilisierungsbedingungen wurde der in Kapitel 4.2.2 etablierte TID-Assay
für die Detektion von 25(OH)D auch im Microarrayformat durchgeführt. Abschließend wurde
der TID-Assay hinsichtlich der Sensitivität, Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze evaluiert
und mit einem etablierten Assay verglichen.
4.3.1. Immobilisierung
Die Verwendung der DNA-Chip-Analyse (DNA-Microarray) ist eine etablierte Methode zur Un-
tersuchung der Interaktion von DNA-Molekülen mit einer Reihe von anderen Biomolekülen.
Dabei wird die DNA auf einer Oberfläche immobilisiert und es können auf einem Chip eine
Vielzahl von Interaktionen detektiert werden. Auch die Evaluierung von verschiedenen expe-
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rimentellen Bedingungen ist so möglich, da sich auf der Chipoberfläche räumlich getrennte
Reaktionskammern generieren lassen.
Für die Verwendung von Aptameren in TID-Assays ist es üblich, dass einer der Bindungspart-
ner auf einer Oberfläche immobilisiert wird. Diese Immobilisierung verbessert das Handling
des Assays und ermöglicht so die Regeneration des Aptamers für eine mehrfache Verwen-
dung [93] in späteren Aptasensor-Anwendungen. Auch Aptamere können mithilfe der DNA-
Microarraytechnologie analysiert werden, sodass sich dieses System besonders für die Opti-
mierung des etablierten TID-Assays anbietet. Dafür wurde VDBA14 auf einer modifizierten
Glasoberfläche immobilisiert. Die Oberfläche des Microarraychips wurde mit einer Aldehyd-
funktionalisierung versehen, welche bei der Aptamerimmobilisierung verwendet wird. Die in
dieser Dissertation verwendeten Microarraychips wurden so hergestellt, dass 16 Reaktionsräu-
me (auch Blöcke genannt) entstanden. Diese Blöcke (dunkelgrau) verfügen über die Aldehyd-
gruppen, welche dann mit der terminalen Aminomodifikation des Aptamers eine Iminbindung
ausbilden können. Ein Block wiederum verfügt über eine 8x8-Matrix, wodurch sich insgesamt
64 Plätze für verschiedene Aptamerkonzentrationen ergeben. Diese Spots werden durch ein
präzises Spottingverfahren auf die Chips aufgebracht. Ein typisches Microarray-Layout ist in
Abbildung 4.12 gezeigt.
Abb. 4.12.: Schematischer Aufbau eines Microarraychips. Der Chip ist in 16 Blöcke aufgeteilt, wobei
jeder Block aus einem 8 x 8-Subarray besteht. Jeder schwarze Punkt entspricht einer mög-
lichen Aptamerkonzentration.
Bei dem Immobilisierungsvorgang kann jeder der Spots eines Blocks mit der gewünschten Apt-
amerkonzentration versehen werden. Auch weniger Konzentrationen mit mehrfachen Replika-
ten sind so realisierbar. Auch sind innerhalb der Blöcke Aptamerverdünnungsreihen möglich.
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Die 16 Blöcke lassen sich durch eine geeignete Hybridisierungskammer (NEXTERION) in 16
separate Reaktionsräume unterteilen sind voneinander getrennte Reaktionskammern. Dadurch
lassen sich pro Block verschiedene Pufferbedingungen testen und dann zwischen den Blöcken
miteinander vergleichen. So lassen sich durch die Durchführung eines Microarray-Experiments
parallel und mit geringem Materialverbrauch eine Reihe an Optimierungen durchführen.
4.3.2. Immobilisierungsoberfläche
Bei der Immobilisierung von VDBA14 auf der Microarrayoberfläche wird zwischen den Alde-
hydgruppen der Oberfläche und dem Aptamer eine kovalente Bindung gebildet. Hierfür wurde
das Aptamer vorher mit einer 5’-NH2-Gruppe versehen. Diese Modifikation erfolgt während der
Aptamersynthese (Abb. 4.13a)
(a) Ablauf der Immobilisierung von VDBA14 auf al-
dehydmodifzierten Microarraychips.
(b) Experimenteller Ablauf der VDBA14-
Immobilisierung Aldehydmodifizierten Glasssli-
des.
Abb. 4.13.: Immobilisierungsvorgang von VDBA14. (a) Schematischer Ablauf der Aptamerimmobilisie-
rung auf einem Microarray. Durch die 5’-NH2-Modifizierung des Aptamers kann eine Imin-
bildung zwischen Aptamer und der aldehydmodifizierten Microarrayoberfläche ausgebildet
werden. (b) Schematischer Ablauf der Immobilisierungsschritte. Das Aptamer wird mithilfe
eines NanoSpotters auf die Microarraychips gedruckt. Anschließend werden die Chips für
bis zu 24 Stunden in einer Kammer mit gesättigter NaCl-Lösung gelagert. Nach dem Trock-
nen werden die Chips mit einer NaBH4-Lösung geblockt, um die restlichen Aldehydgruppen
zu reduzieren. Der letzte Schritt ist die Inkubation des gesamten Chips in Aptamerbinde-
puffer, um eine korrekte Faltung des Aptamers zu gewährleisten. Anschließend kann das
eigentliche Microarray-Experiment gestartet werden.
Der Ablauf der Immobilisierung von VDBA14 ist in Abbildung 4.13b gezeigt. Nachdem der Mi-
croarray mit dem Aptamer bedruckt wurde, wurde der gesamte Chip für 24 Stunden in einer
Kammer mit gesättigter NaCl-Lösung inkubiert. Dadurch wurde in der Kammer eine Luftfeuch-
tigkeit von ca. 70 % eingestellt, was ideale Reaktionsbedingungen für die Aptamerimmobilisie-
rung darstellt. Nach Ablauf der Zeit erfolgt das Abblocken der Oberfläche. Hierfür wird NaBH4
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verwendet, welches die Aldehydgruppen der Oberfläche reduziert, die keine kovalente Bindung
mit dem Aptamer eingegangen sind. So können unspezifische Wechselwirkungen bei den Mi-
croarrayexperimenten minimiert werden. Weiterhin senkt NaBH4 die Hintergrundfluoreszenz
des Chips, welche durch die Herstellungsprozesse entstehen kann [94]. Der letzte Schritt, be-
vor das eigentliche Microarrayexperiment startet, ist die Inkubation des gesamten Chips mit
Aptamerbindepuffer. Dies ist in der Regel der Puffer, welcher während der Aptamerselektion
verwendet wurde. Normalerweise repräsentiert dieser Puffer die optimalen Bedingungen für
eine korrekte Faltung des Aptamers. In diesem Schritt faltet sich das Aptamer in seine korrekte
Sekundär- und Tertiärstruktur und kann anschließend das Target binden. Das Microarrayex-
periment kann nun durchgeführt werden.
Der Immobilisierungsschritt ist ein kritischer Schritt während der Entwicklung eines optischen
TID-Assays im Microarrayformat. So kann die Immobilisierung zu Fehlfaltungen des Aptamers
führen, was zu einer verringerten Aptamer-Target-Affinität führt. Auch die Immobilisierungso-
berfläche kann die Aptamerfunktionalität negativ beeinträchtigen. Durch die räumliche Nähe
von Oberfläche und Aptamer können Fehlfaltungen im Aptamer entstehen. Um eine effektive
Immobilisierung zu garantieren, wurden deshalb zwei aldehydmodifizierte Oberflächen unter-
sucht. Es gibt neben den klassischen, kurzkettigen Linkern auch stark verzweigte, lange Linker.
Durch diese dreidimensionale Verzweigung entsteht eine Struktur mit großer Oberfläche, wes-
halb diese Variante auch 3D-Oberfläche genannt wird. Vorteile dieser Struktur sind eine we-
sentlich höhere Immobilisierungskonzentration und somit auch ein höheres Detektionssignal.
Abbildung 4.14a zeigt den Aufbau dieser 2D- und 3D-Oberflächen.
Um die Effektivität der Immobilisierung von 2D- und 3D-Oberflächen miteinander zu verglei-
chen, wurde das 25(OH)D-Aptamer auf der jeweiligen Oberfläche immobilisiert und nach Fär-
bung des Aptamers über die erhaltene Fluoreszenzintensität ausgewertet. Die Fluoreszenzfär-
bung des Aptamer erfolgte durch eine SYBR® Green I/II-Lösung. SYBR® Green I dient der An-
färbung von dsDNA, wohingegen SYBR® Green II ssDNA anfärbt. Da sich in dem verwendeten
VDBA14 sowohl einzel- als auch doppelsträngige DNA-Strukturen befinden, wurde ein Mix der
beiden Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Die Verwendung der 3D-Oberfläche führte zu dreimal
höheren Fluoreszenzintensitäten, weshalb für die weiteren Experimente diese Oberfläche ver-
wendet wurde (Abb. 4.14b). Durch die verzweigte Oberfläche sind mehr Aldehydgruppen pro
Fläche für die Aptamerimmobilisierung verfügbar, was sich in einer erhöhten Fluoreszenzin-
tensität äußert. Dies ist besonders bei hohen VDBA14-Konzentrationen zu beobachten, da so
eine höhere VDBA14-Immobilisierungskonzentration immobilisiert werden kann, ohne dass
sich eine Sättigung einstellt. Bei der Verwendung der 2D-Oberfläche ist eine Aptamersättigung
bereits ab 10 μM VDBA14 erreicht. Eine Maximierung der VDBA14-Immobilisierungskonzen-
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(a) Aufbau von 2D- (links) und 3D-
Aldehydoberflächen (rechts) für die Immo-
bilisierung von Aptameren.
(b) Einfluss der 2D- und 3D-Aldehydoberfläche auf
die Immobilisierungseffizienz von VDBA14.
Abb. 4.14.: (a) Schematischer Aufbau von 2D und 3D-Aldehyd-Oberflächen für die Verwendung in
Microarray-Experimenten. Die Oberfläche von Glasslides ist über Linker mit Aldehydgrup-
pen versehen. Diese Linker sind entweder kurzkettig (2D-Oberflächen) oder langkettig und
verzweigt (3D-Oberflächen). (b) Fünf VDBA14-Konzentrationen im Bereich von 0,6 μM bis
10 μM wurden in 3x SSC-Puffer auf einer 3D- bzw. 2D-Aldehydoberfläche immobilisiert. An-
schließend wurden die Microarrays mit einer SYBR® Green I/II-Lösung in PBS-Puffer für
15 min angefärbt. Nach Ablauf der Zeit wurde der gesamte Chip mit PBS-Puffer gewaschen,
getrocknet und die Fluoreszenzintensität mittels GenePix-Scanner und GenePix-Software
ausgewertet. Die Signalintensität der Fluoreszenz ist dabei proportional zu der VDBA14-
Immobilisierungskonzentration auf dem Microarraychip. Die finale Bearbeitung erfolgte in
Origin 2018.
tration auf der Oberfläche ist von Vorteil, da sich dies in einem maximierten Signal für die
spätere Targetdetektion zeigt. Im nächsten Kapitel wurde die maximale Immobilisierungskon-
zentration des Aptamers auf der 3D-Aldehydoberfläche bestimmt, da bei der Verwendung von
bis zu 10 μM VDBA14 keine Sättigung der Oberfläche beobachtet werden konnte.
4.3.3. Immobilisierungskonzentration
Der Detektionsbereich eines Assays ist maßgeblich abhängig von der Immobilisierungskonzen-
tration des Aptamers auf der Sensoroberfläche. Dabei führt eine höhere Konzentration von
immobilisierten Aptameren zu einer größeren Bindungskapazität und dementsprechend zu
einem höheren transduzierten Signal des Biosensors. Ab einer bestimmten VDBA14-Immobili-
sierungskonzentration ist jedoch eine Sättigung der Sensoroberfläche erreicht und es können
keine weiteren Aptamere immobilisiert werden. Um diese Aptamersättigung zu untersuchen,
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wurde ein Microarray-Experiment mit verschiedenen Aptamerkonzentrationen durchgeführt.
Fünf Aptamerkonzentrationen im Bereich von 50 μM bis 0 μM in 3x SSC-Puffer wurden auf ei-
nem 3D-Microarray-Chip immobilisiert und die Nukleotide der Aptamere anschließend mittels
SYBR® Green I/II angefärbt. Die Fluoreszenzintensität ist somit proportional zur Immobilisie-
rungskonzentration des Aptamers. Der Mittelwert der Fluoreszenzintensität von acht Replika-
ten je Aptamerkonzentration (siehe Abb. 4.15a) wurde anschließend gegen die Aptamerkon-
zentration aufgetragen, um eine Sättigungskurve zu erhalten (Abb. 4.15b).
(a) Schematische Anordnung eines Microarray-
Blocks für die Bestimmung der Sättigungskon-
zentration von VDBA14.
(b) Sättigungskurve von VDBA14 auf einem 3D-
Microarraychip.
Abb. 4.15.: (a) Für die Durchführung des Microarrays wurden fünf VDBA14-Konzentrationen mit je-
weils acht Replikaten pro Block auf der Microarrayoberfläche in 3x SSC-Puffer immobili-
siert. Anschließend wurden die Aptamere mit einer SYBR® Green I/II-Lösung in PBS-Puffer
für 15 min angefärbt. Anschließend wurde der gesamte Chip mit PBS-Puffer gewaschen,
getrocknet und Fluoreszenzintensität mittels GenePix-Scanner und GenePix-Software aus-
gewertet. (b) Ergebnis des Microarray-Experimentes zur Bestimmung der Sättigungskon-
zentration. Die Signalintensität wurde mittels GenePix-Scanner und Software ausgewertet
und gegen die verwendete VDBA14-Immobilisierungskonzentration aufgetragen. Die finale
Bearbeitung erfolgte in Origin 2018.
Mit steigender Aptamerkonzentration auf der 3D-Aldehydoberfläche konnte ebenfalls ein An-
stieg der Fluoreszenzintensität beobachtet werden. Dies war zu erwarten, da mit steigender
VDBA14-Immobilisierungskonzentration mehr auch mehr Nukleotide für die Anfärbung durch
den Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green I/II zur Verfügung stehen. Ab einer Aptamerkonzen-
tration von 12,5 μM ist ein Abflachen der Kurve zu beobachten. Daher ist ab dieser VDBA14-
Konzentration keine weitere Immobilisierung von Aptameren auf der 3D-Oberfläche möglich
und es stellt sich ein Sättigungseffekt ein.
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Neben der gewählten Aptamerkonzentration für die Immobilisierung hat auch der Puffer, wel-
cher während der Immobilisierung verwendet wird, einen Einfluss auf die Effektivität der Im-
mobilisierung. Aptamere sind durch ihr Phosphodiester-Rückgrat stark negativ geladen, wo-
durch die verschiedenen Pufferbedingungen einen erheblichen Einfluss auf Aptamerfaltung-
und Struktur haben. Die positiv geladenen monovalenten und divalenten Kationen, welche
häufig in Aptamerbindepuffern zu finden sind, können elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen der Immobilisierungsoberfläche und Aptamer vermitteln [95]. Ein weiterer möglicher
pufferabhängiger Effekt ist die Schnelligkeit der Austrockung, während des Immobilisierungs-
vorganges. Weiterhin ist es möglich, dass das Aptamer im Selektionspuffer in bereits gefal-
teter Form immobilisiert wird (bzw. mit vorgefalteten Strukturelementen). Dies wäre für die
spätere Aptamerfunktionalität besonders günstig. Daher wurde die Immobilisierung von VD-
BA14 hinsichtlich des verwendeten Puffers optimiert. Während des Transfervorgangs auf die
Chipoberfläche wurden drei verschiedene Puffer untersucht. Dafür wurden fünf VDBA14-Kon-
zentrationen in Aptamerselektionspuffer (SB), PBS-Puffer (PBS) und 3x SSC-Puffer (SSC) ge-
löst und anschließend auf die Chipoberfläche transferiert. 3x SSC-Puffer wird standardmäßig
in DNA-Hybridisierungsexperimenten und auch DNA-Immobilisierungen verwendet und wird
somit auch für Microarrays empfohlen. Der Aptamerbindepuffer (auch Selektionspuffer) wur-
de während des SELEX-Verfahrens bei der Selektion von VDBA14 verwendet. Dieser Puffer
sorgt für die korrekte Aptamerfaltung und Targetbindung. Der Bindepuffer enthält TRIS, wel-
ches mit den Aldehydgruppenen der Microarray-Oberfläche reagieren kann und sich somit
auch auf die Immobilisierung auswirken kann. PBS-Puffer wird neben 3x SSC-Puffer ebenfalls
häufig in Microarrayexperimenten eingesetzt. Fünf VDBA14-Konzentrationen im Bereich von
50 μM bis 3,12 μM wurden in den drei Puffern gelöst und auf der Oberfläche immobilisiert. An-
schließend erfolgte die Anfärbung der Nukleotide mittels SYBR® Green I/II in PBS-Puffer. Die
Fluoreszenzintensität wurde anschließend mittels GenePix Scanner gemessen (Abb. 4.16) und
entspricht der Immobilisierungseffizienz. Die Höhe der Fluoreszenzintensität ist dabei propor-
tional zu der Effizienz der Immobilisierung in dem jeweiligen Puffer.
Geringere Aptamerkonzentrationen auf der Microarrayoberfläche führen zu niedrigeren Fluo-
reszenzintensitäten bei der SYBR® Green I/II-Färbung, als bei hohen VDBA14-Konzentratio-
nen. Je mehr SYBR® Green I/II-Moleküle an die Nukleotide des Aptamers binden können,
desto höher ist die Fluoreszenzintensität. Somit kann die Fluoreszenzintensität als ein Maß für
die Effektivität der Immobilisierung angesehen werden. Bei allen getesteten Puffer kann eine
Abnahme der Fluoreszenzintensität mit sinkender Aptamerkonzentration beobachtet werden,
was erwartet wurde, da bei sinkender VDBA14-Konzentration weniger Nukleotide für die An-
färbung zur Verfügung stehen. Weiterhin führt die Verwendung des 3x SSC-Puffers zu den
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Abb. 4.16.: Einfluss des, während der Immobilisierung, verwendeten Puffers auf die Fluoreszenzin-
tensität. Um den Einfluss von verschiedenen Puffern während des Spotting-Vorgangs zu
überprüfen, wurden fünf VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen von 50 μM bis 3 μM
verwendet. Die jeweilige VDBA14-Konzentration wurde dazu in PBS-Puffer, Aptamerbin-
depuffer und 3x SSC-Puffer gelöst und anschließend für den Immobilisierungsvorgang auf
3D-Microarrays verwendet. Anschließend erfolgte die Anfärbung von immobilisiertem VD-
BA14 mit einer SYBR® Green I/II-Lösung in PBS-Puffer für 15 min. Der gesamte Chip wurde
dann mit PBS-Puffer gewaschen, getrocknet und die Fluoreszenzintensität mittels GenePix-
Scanner und GenePix-Software ausgewertet. Die Stärke der Signalintensität ist proportional
zur Immobilisierungseffizienz im jeweils verwendeten Puffer. Die finale Bearbeitung erfolg-
te in Origin 2018.
höchsten Signalintensitäten bei allen getesteten VDBA14-Konzentrationen. Wird die Signal-
intensität bei beispielsweise 50 μM VDBA14 zwischen den drei verwendeten Puffern vergli-
chen, führt die Verwendung des SSC-Puffers zu einer wesentlich höheren Immobilisierungsef-
fizienz (38 000 RFU). PBS- und Aptamerbindepuffer zeigen bei dieser VDBA14-Konzentration
ähnlich niedrige Werte im Bereich von 22 000 bis 26 000 RFU. Der Aptamerbindepuffer ent-
hält TRIS, was mit den Aldehydfunktionen der Immobilisierungsoberfläche wechselwirkt. Dies
führt wahrscheinlich zu einer verringerten Immobilisierungseffizienz.
Für die spätere Verwendung des immobilisierten VDBA14 sind möglichst hohe VDBA14-Kon-
zentrationen auf der Oberfläche von Vorteil. Eine maximierte VDBA14-Immobilisierungskon-
zentration auf der Oberfläche führt zu einer erhöhten Sensitivität des Assays, durch eine er-
höhte Bindungskapazität der Aptamere. In Kapitel 4.3.3 konnte der Sättigungspunkt bei der
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Immobilisierung in 3x SSC-Puffer auf 3D-Aldehyd-Microarrays bei 12,5 μM VDBA14 identifi-
ziert werden. Somit ergeben sich für die weiteren Microarrayexperimente als optimale Bedin-
gungen die Verwendung von 12,5 μM VDBA14 in 3x SSC-Puffer während des Transfervorgangs
auf die 3D-Microarray-Oberfläche.
In den vorherigen Kapiteln wurde der Einfluss von verschiedenen Parametern während der
Immobilisierung überprüft. Hierbei wurden sowohl Pufferzusammensetzung, als auch die VD-
BA14-Immobilisierungskonzentration hinsichtlich einer maximalen Fluoreszenzintensität op-
timiert. Es konnte gezeigt werden, dass eine VDBA14-Konzentration am Sättigungspunkt von
12,5 μM zu den höchsten Fluoreszenzintensitäten führt. Durch eine Aptamersättigung auf der
Oberfläche könnte es jedoch zu intermolekularen sterischen Hinderungen zwischen den im-
mobilisierten Aptameren kommen. Dies könnte die Bindungsaffinität durch Fehlfaltungen er-
heblich einschränken. Im nächsten Kapitel wurde daher die Aptamerfunktionalität nach der
Immobilisierung überprüft.
4.3.4. Funktionalität von VDBA14 nach Immobilisierung
In Kapitel 4.3.3 wurde gezeigt, dass durch hohe VDBA14-Konzentrationen während der Immo-
bilisierung hohe Fluoreszenzintensitäten von bis zu 40 000 RFU erreicht werden. Hierbei ist zu
beachten, dass die VDBA14-Immobilisierungskonzentration auf der Oberfläche die Funktiona-
lität des Aptamers beeinflussen kann. Hohe VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen führen
zu sterischen Hinderungen zwischen Aptameren, aber auch zwischen Aptameren und Immobi-
lisierungsoberfläche führen. Diese sterischen Hinderungen setzen die Fähigkeit des Aptamers
das Target zu binden drastisch herab, da es gegebenenfalls nicht mehr in der Lage ist, die kor-
rekte dreidimensionale Struktur einzunehmen. Diese Struktur ist jedoch nötig, um das Target
mit einer hohen Affinitität zu binden. Weiterhin kann die Oligonukleotid-Hybridisierung durch
eine zu hohe VDBA14-Immobilisierungskonzentration negativ beeinflusst werden. Dies würde
im späteren TID-Assay zu einer geringen Verdrängungseffizienz der Oligonukleotide führen, da
weniger Oligonukleotide hybridisieren können. Die Hybridisierung kann zum Einen durch die
sterische Hinderung der Aptamere verhindert werden. Zum Anderen führt die stark negative
Ladung der Phosphodiester-Rückgräter bei hohen VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen
zu einer verringerten Hybridisierungs-Effizienz der ebenfalls negativ geladenen Oligonukleoti-
de. Eine weitere Einschränkung ergibt sich durch die Verwendung des Immobilisierungslinkers
(hier 5’-NH2). Befindet sich beispielsweise das Aptatop in der Nähe des Immobilisierungslin-
kers, beeinträchtigt dies ebenfalls die Affinität des Aptamers.
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Abb. 4.17.: Schematischer Aufbau des Microarraychips für die Bestimmung der Aptamerfunktionalität
nach Immobilisierung. Der Chip wurde in zwei Bereich aufgeteilt, wobei in jedem Bereich
entweder 12,5 μM VDBA14 oder 6,25 μM VDBA14 in 3x SSC-Puffer immobilisiert wurde.
Dabei stellen die verschiedenen Blöcke (dunkelgrau) voneinander getrennte Reaktionskam-
mern dar, in welchen verschiedene 25(OH)D-Konzentrationen getestet wurden.
Für die Überprüfung der Aptamerfunktionalität nach der Immobilisierung wurde erneut ein Mi-
croarray-Experiment durchgeführt. In Kapitel 4.3.3 wurde die Aptamersättigungskonzentrati-
on mit 12,5 μM bestimmt, sodass dies als höchste Konzentration in diesem Experiment verwen-
det wurde. Weiterhin wurde eine niedrige Aptamerkonzentration von 6,25 μM verwendet, um
gegebenenfalls einen Einfluss der VDBA14-Immobilisierungskonzentration auf die Aptamer-
funktionalität beobachten zu können. Das Microarraylayout des Experimentes ist in Abb. 4.17
gezeigt. Je Aptamerkonzentration (12,5 μM und 6,25 μM) wurden sechs Blöcke des Microarray-
Chips genutzt. Die verschiedenen Blöcke sind voneinander getrennte Reaktionskammer, sodass
eine 25(OH)D-Verdünnungsreihe realisiert werden konnte. 25(OH)D wurde seriell verdünnt
und dann mit 100 nM des 5’-Cy5-markierten Oligonukleotids (finale Konzentration) vermischt.
Daraus ergab sich eine finale 25(OH)D-Konzentration von 10 μM 25(OH)D bis 0,62 μM rei-
chend. 150 μL des 25(OH)D-Oligonukleotid-Gemisches wurde dann in die verschiedenen Blö-
cke transferiert. Durch die gleichzeitige Zugabe der beiden VDBA14-Interaktionspartner han-
delt es sich somit um einen kompetitiven TID-Modus, da beide Bindungspartner gleichzeitig
um die VDBA14-Bindungsplätze konkurrieren. Ist das Aptamer nach der Immobilisierung noch
funktionsfähig, resultiert daraus eine Verdrängung des komplementären, 5’-Cy5-markierten
Oligonukleotids. Liegt das Aptamer jedoch denaturiert oder fehlgefaltet vor, wird die Bildung
des Aptamer-Oligonukleotid-Komplexes bevorzugt und es kann keine Verdrängung beobachtet
werden. Somit wurde erwartet, dass die Fluoreszenzintensität mit steigender 25(OH)D-Kon-
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zentration abnimmt, da das fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid durch das Target verdrängt
wird, falls es nach Immobilisierung noch funktionsfähig ist. Falls das Aptamer durch die Im-
mobilisierung nicht mehr funktionsfähig ist, sollte keine Verdrängung beobachtet werden.
(a) Verdrängung von 100 nM 5’-Cy5-markiertem
Oligonukleotid 2 durch 25(OH)D bei einer
VDBA14-Immobilisierungskonzentration von
6,25 μM.
(b) Verdrängung von 100 nM 5’-Cy5-markiertem
Oligonukleotid 2 durch 25(OH)D bei einer
VDBA14-Immobilisierungskonzentration von
12,5 μM.
Abb. 4.18.: (a) Einfluss der 25(OH)D-Konzentration auf die Verdrängung von 100 nM des komplemen-
tären Oligonukleotids 2 bei einer VDBA14-Immobilisierungsdichte von 6,25 μM VDBA14
(b) Einfluss der 25(OH)D-Konzentration auf die Verdrängung von 100 nM des komple-
mentären Oligonukleotids 2 bei einer VDBA14-Immobilisierungsdichte von 12,5 μM. Die
25(OH)D-Verdünnung erfolgte in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v) Ethanol. Die jeweili-
ge 25(OH)D-Konzentration wurde anschließend mit 100 nM dem 5’-Cy5-markierten Oligo-
nukleotid 2 (finale Konzentration) vermischt. So wurde eine finale 25(OH)D-Konzentration
von 10 μM bis 0,62 μM reichend eingestellt. 150 μL des 25(OH)D-O2-Gemisches wurde an-
schließend in die verschiedenen Blöcke transferiert. Nach einer Inkubation von 1 h wur-
de der Chip gewaschen und getrocknet. Die Fluoreszenzintensität wurde anschließend mit
GenePix-Scanner und GenePix-Software bestimmt und in Origin 2018 ausgewertet. Das Mi-
croarrayexperiment wurde drei mal wiederholt (N = 3) und aus der Standardabweichung
der Fluoreszenzintensitäten die Fehlerbalken berechnet. Die finale Bearbeitung erfolgte in
Origin 2018.
Abb. 4.18 zeigt das Ergebnis des Microarray-Experimentes. Sowohl bei der niedrigen VD-
BA14-Immobilisierungskonzentration von 6,25 μM, als auch bei der vorher bestimmten Sät-
tigungskonzentration von 12,5 μM lässt sich eine 25(OH)D-abhängige Verdrängung des Oli-
gonukleotids beobachten. Dies äußert sich in einer sinkenden Fluoreszenzintensität, je hö-
her die 25(OH)D-Konzentration ist. Bereits eine Erhöhung der 25(OH)D-Konzentration von
0 μM auf 1 μM führt zu einer sichtbaren Absenkung der Fluoreszenzintensität. Bei beiden VD-
BA14-Immobilisierungskonzentrationen ist die geringste Signalintensität bei 10 μM 25(OH)D
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zu beobachten. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Signalintensität bei der Verwendung von
12,5 μM VDBA14 generell höher ist. Durch eine höhere Aptamerkonzentration auf der Oberflä-
che können auch mehr 5’-Cy5-markierte Oligonukleotide binden, was sich in einem erhöhten
Fluoreszenzsignal zeigt. Ein negativer Einfluss der höheren Aptamerkonzentration während
der Immobilisierung (am Sättigungspunkt von 12,5 μM) auf die TID-Funktionalität konnte in
diesem Experiment nicht beobachtet werden.
Für die Vergleichbarkeit von verschiedenen Microarrayexperimenten wurde anschließend die
prozentuale Oligonukleotidverdrängung berechnet. Als Referenzpunkt der Berechnung wird
die Signalintensität (RFU) des Oligonukleotids bei 0 μM 25(OH)D verwendet (siehe Formel
4.1).
Verdrängung (%) = 100% − (
RFUc
RFU (0 μM 25(OH)D)
) 100% (4.1)
Die Verdrängung wurde anschließend erneut gegen die 25(OH)D-Konzentration aufgetragen
(Abb. 4.19).
Mit steigender 25(OH)D-Konzentration nimmt die Verdrängung zu, wobei die maximale Ver-
drängung ab einer 25(OH)D-Konzentration von 10 μM erreicht ist. Weiterhin ist zu erkennen,
dass sich die Kurvenverläufe der beiden getesteten VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen
ähneln. Bei der Verwendung von 12,5 μM VDBA14 kann ein leicht steilerer Anstieg der Verdrän-
gung im Bereich von 0 μM bis 1 μM beobachtet werden. Beide VDBA14-Immobilisierungskon-
zentrationen führen zu einer maximale Oligonukleotidverdrängung von bis zu 85 %. Anhand
der maximalen Verdrängung bei beiden VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen wurden
anschließend der K25 und K75-Wert berechnet. Der K25-Wert ist die 25(OH)D-Konzentration,
bei der 25 % der maximalen Verdrängung erreicht werden. Der K75-Wert gibt die 25(OH)D-
Konzentration an, bei der 75 % der maximalen Verdrängung erreicht werden. Je geringer der
K25-Wert, desto sensitiver ist die Methode. Je größer der K75-Wert, desto breiter ist der De-
tektionsbereich von 25(OH)D mit der verwendeten Methode. Der K75-Wert entspricht der Kd.
Durch die Berechnung der K-Werte ist es möglich, den möglichen Einfluss der VDBA14-Im-
mobilisierungskonzentration auf die Aptamerfunktionalität noch genauer zu untersuchen. Die
errechneten K-Werte für beide VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen sind in Tabelle 4.4
gezeigt. Bei beiden VDBA14-Konzentrationen zeigt sich eine maximale Verdrängung von ca.
85 %. Die Verwendung einer Immobilisierungskonzentration von 12,5 μM VDBA14 führt zu
einem 14-fach niedrigeren K25-Wert. Das deutet darauf hin, dass der TID-Assay bei der Ver-
wendung von 12,5 μM VDBA14 während der Immobilisierung wesentlich sensitiver ist, als bei
52
KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Abb. 4.19.: 25(OH)D-abhängige Verdrängung von 100 nM 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotids 2. 6 μM
und 12,5 μM VDBA14 wurden zuvor auf einem 3D-Microarraychip in 3x SSC als sechs-
fach Replikate immobilisiert. Die 25(OH)D-Verdünnung erfolgte in Aptamerbindepuffer mit
10 % (v/v) Ethanol. Die jeweilige 25(OH)D-Konzentration wurde anschließend mit 100 nM
des 5’-Cy5-markierten Oligonukleotids 2 (finale Konzentration) vermischt. So wurde eine
finale 25(OH)D-Konzentration von 10 μM bis 0,62 μM reichend eingestellt. Die finale Oli-
gonukleotidkonzentration betrug 100 nM. 150 μL des 25(OH)D-Oligonukleotid-Gemisches
wurde anschließend in die verschiedenen Blöcke transferiert. Nach einer Inkubation von 1 h
wurde der Chip gewaschen und getrocknet. Die Fluoreszenzintensität wurde anschließend
mit GenePix-Scanner und GenePix-Software bestimmt. Aus den erhaltenen Fluoreszenzin-
tensitäten wurde dann mit Formel 4.1 die hier gezeigte Verdrängung berechnet. Die finale
Bearbeitung erfolgte in Origin 2018.
der Verwendung von 6,25 μM VDBA14. Der mögliche Detektionsbereich von 25(OH)D lässt sich
mit dem K75-Wert abschätzen. Dieser ist bei beiden VDBA14-Konzentrationen ähnlich hoch und
sorgt dadurch für einen breiten Responsebereich des TID-Assays. Die Kd ist bei der VDBA14-
Immobilisierungskonzentration von 12,5 μM wesentlich niedriger, als bei 6,25 μM (0,06 nM).
Verglichen mit der in der MST ermittelten Kd von ca. 10 nM führt die Immobilisierung des
Aptamers im Microarrayformat zu einer erhöhten TID-Sensitivität.
In diesem Kapitel wurde der Einfluss der VDBA14-Immobilisierungskonzentration von VDBA14
auf die Aptamerfunktionalität überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass eine Durchführung
des TID-Assays bei der Aptamersättigungskonzentration von 12,5 μM zu keiner Beeinträchti-
gung der 25(OH)D-Bindung führt und somit die Oligonukleotidverdrängung auch nicht einge-
schränkt wird. Die Verwendung der in Kapitel 4.3.3 bestimmten Aptamersättigungskonzentra-
tion von 12,5 μM während der Immobilisierung führte zu einem leicht sensitiveren TID-Assay,
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Tab. 4.4.: Einfluss der VDBA14-Immobilisierungskonzentration auf die Sensitivität der 25(OH)D-
Detektion mittels TID-Assay.
VDBA14-Konzentration (μM) Max. Verdrängung (%) K25 (nM) K50 (nM) K75(nM)
6,25 85,54 54,84 0,21 800,2
12,5 85,51 3,68 0,06 539,27
als die Verwendung von 6,25 μM VDBA14. Für die weitere Optimierung des neuentwickelten
TID-Assays hinsichtlich einer maximierten Verdrängung der Oligonukleotide wurde im Fol-
genden der Einfluss von Spacern bei der Immobilisierung untersucht. Weiterhin wurde Oli-
gonukleotid 2 mit Oligonukleotid 3 hinsichtlich der Verdrängungseffizienz verglichen und die
Reihenfolge der Inkubation während des TID-Assays untersucht. Anschließend werden zusam-
menfassend die bisherigen Optimierungen zusammengefasst und der TID-Assay kann abschlie-
ßend charakterisiert werden.
4.4. Entwicklung eines kompetitiven TID-Assays
Für die Verwendung von VDBA14 in einem TID-Assay wurden in den vorherigen Kapiteln kom-
plementäre Oligonukleotide erstellt, erstmals in TID-Experimenten erprobt (4.2) und der Ein-
fluss der Immobilisierung von VDBA14 auf seine Funktionalität überprüft (4.3). Sowohl Oli-
gonukleotid 2, als auch Oligonukleotid 3 werden konzentrationsabhängig durch 25(OH)D ver-
drängt. Weiterhin wurde gezeigt, dass die VDBA14-Immobilisierung keinen negativen Einfluss
auf die Immobilisierung und Verdrängung der komplementären Oligonukleotide hat. Um den
Einfluss weiterer Parameter, wie beispielsweise den Einfluss des verwendeten Oligonukleotids
auf die Verdrängungseffizienz zu untersuchen, wird der TID-Assay in diesem Kapitel weiter
optimiert.
Neben der VDBA14-Immobilisierungskonzentration hat auch, der für die Immobilisierung ver-
wendete, Linker einen Einfluss auf die Aptamerfunktionalität. Langkettige Spacer im Linker
können die Aptamerfaltung bei der Immobilisierung stabilisieren und so zu verbesserten Bin-
dungseigenschaften führen. Daher wurde im folgenden Kapitel der Einfluss von verschiedenen
Linkerlängen auf die Aptamerfunktionalität überprüft.
4.4.1. Verwendung von Spacern
Für die Aptamerimmobilisierung auf funktionalisierten Oberflächen wird eine Modifizierung
des Aptamers benötigt, um eine kovalente Bindung zwischen Aptamer und Oberfläche auszu-
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bilden. Hierfür werden Linker verwendet. Die Verwendung von Abstandshaltern (Spacer) zwi-
schen Aminogruppe und 3’-Ende des Aptamers kann zu dem Erhalt der korrekten Aptamerfal-
tung bei Immobilisierung beitragen. Durch eine Erhöhung der Distanz zwischen Aptamer und
Immobilisierungsoberfläche können so elektrostatische Wechselwirkungen minimiert werden.
Häufig werden Alkyl-, Polythymin- und Polyethylenglykol-basierte (PEG) Spacer verwendet
[96]. Es wird die Verwendung von langkettigen Alkylspacern empfohlen, da diese kaum mit
der Aptamerstruktur wechselwirken. Häufig verwendete Alkylspacer sind C6- und C12-Spacer
(siehe Abb. 4.20), wobei die Annotation Auskunft über die Länge der Alkylkette gibt.
Abb. 4.20.: Strukturformeln der verwendeten Aptamer-Linker für die Immobilisierung im Microarray-
format. Für die Immobilisierung von Aptameren auf einer aldehydmodifizierten Oberflä-
che muss das Aptamer über eine NH2-Funktionalisierung verfügen. Dafür werden Linker
verwendet, welche weiterhin zwischen Aptamer und Aminogruppe über einen Spacer ver-
fügen. Die in dieser Arbeit verwendeten Spacer bestehen aus einer Alkylkette, wobei die
Anzahl der Kohlenstoffatome namensgebend für den Linker ist.
Der Effekt der Verwendung von Spacern auf die Aptamerfunktionalität und Immobilisierungs-
effizienz lässt sich nicht im Voraus abschätzen und ist von dem verwendeten Aptamer abhängig.
So muss der Einfluss von Spacern für jedes Aptamer empirisch bestimmt werden [97]. Lang-
kettige Spacer können nicht nur einen positiven Einfluss bei der Immobilisierung besitzen.
Durch unerwünschte Aptamer-Spacer-Interaktionen können Fehlfaltungen im Aptamer ausge-
löst werden. Um den Einfluss der Kettenlänge von Alkylspacern auf die Immobilisierungseffi-
zienz von VDBA14 zu überprüfen, wurde erneut ein Microarrayexperiment durchgeführt. Es
wurden fünf Aptamerkonzentrationen in 3x SSC auf einer 3D-Aldehydoberfläche immobilisiert
(25 μM bis 1,56 μM). Dabei wurden C6-Aptamer-Spacer und C12-Aptamer-Spacer bei der Im-
mobilisierung verwendet. Die Anfärbung des immobilisierten VDBA14 erfolgte mittels SYBR®
Green I/II in PBS-Puffer (Abb. 4.21).
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Abb. 4.21.: Einfluss der Spacerlänge auf die Immobilisierungseffizienz im Microarrayformat. Fünf
VDBA14-Konzentrationen wurden sowohl mit C6-Spacer, als auch mit C12-Spacer kova-
lent auf der 3D-Microarrayoberfläche in 3x SSC immobilisiert (C.3.1). Anschließend er-
folgte eine Anfärbung der Aptamere mit einer SYBR® Green I/II-Lösung in PBS-Puffer für
15 min. Nach Ablauf der Zeit wurde der gesamte Chip gewaschen, getrocknet und die Fluo-
reszenzintensität mittels GenePix-Scanner und GenePix-Software ausgewertet. Die erhalte-
ne Signalintensität wurde anschließend gegen die VDBA14-Konzentration aufgetragen. Die
Immobilisierung wurde dreimal wiederholt (N = 3) und aus der Standardabweichung der
Signalintensitäten wurden die Fehlerbalken berechnet. Die Signalintensität ist proportional
zur Immobilisierungseffizienz. Die finale Bearbeitung erfolgte in Origin 2018.
Mit steigender VDBA14-Konzentration kann eine Steigerung der Fluoreszenzintensität beob-
achtet werden. Die maximale Signalintensität ist bei der Verwendung des C12-Spacers bei ei-
ner Aptamerkonzentration von 25 μM erreicht. Bei der Verwendung des C6-Spacers liegt die
Signalintensität bei 12,5 μM Aptamer höher, als bei 25 μM. Insgesamt sind die gemessenen Si-
gnalintensitäten bei der Verwendung des C6-Spacers höher, als bei der Verwendung des C12-
Spacers. Ähnliche Effekte der Spacer-Länge auf die Immobilisierungseffizienz wurden bereits
in der Literatur beschrieben [98]. So kann es durch Fehlfaltungen des Aptamers, welche durch
langkettige Spacer hervorgerufen werden, zu verminderten Immobilisierungseffizienzen kom-
men. Weiterhin können Fehlfaltungen die Immobilisierung gänzlich verhindern, da die Ami-
nofunktion des Aptamers nicht mehr für die Reaktion mit der Aldehydgruppe der Microarray-
oberfläche zur Verfügung steht. Daraus resultiert eine verminderte Signalintensität, da bei der
Immobilisierung ein großer Anteil an Aptameren keine kovalente Bindung mit der Oberflä-
che des Microarrays ausbildet. Die Spacerlänge wirkt sich nicht nur auf die Immobilisierung
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aus, sondern kann auch die Verdrängung der komplementären Oligonukleotide im TID-Assay
beeinflussen. So könnten lange Spacer für eine bessere Zugänglichkeit der Targetbindestelle
sorgen. Dies würde sich in einer gesteigerten Oligonukleotidverdrängung zeigen. Es ist jedoch
ebenfalls möglich, dass längerkettige Spacer die oben genannten Fehlfaltungen hervorrufen.
Das Gleichgewicht der kompetitiven TID-Reaktion würde dann auf Seiten des VDBA14-Oligo-
nukleotid-Komplexes liegen, da das Aptamer durch die fehlerhafte dreidimensionale Faltung
nicht mehr in der Läge wäre, 25(OH)D zu binden. Der Einfluss der Spacerlänge auf die Oligonu-
kleotidverdrängung wurde erneut in einem Microarrayexperiment untersucht. Dafür wurden
vier Aptamerkonzentrationen (25 μM, 12 μM, 6 μM, 3 μM) in 3x SSC-Puffer gelöst und und
auf der 3D-Chipoberfläche immobilisiert (sowohl für den C6- als auch für den C12-Spacer).
Anschließend wurde als Positivkontrolle 10 μM 25(OH)D in eine Reaktionskammern gegeben,
wohingegen in eine andere Kammer kein 25(OH)D gegeben wurde (Abb. 4.22a) . Das 5’-Cy5-
markierte Oligonukleotid 2 wurde mit dem Target 25(OH)D gleichzeitig in beide Kammern mit
einer finalen Konzentration von 100 nM gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurde
der Überstand der Kammern abgenommen und der Chip wurde mehrfach gewaschen. Nach
Trocknung wurde die Fluoreszenzintensität der gebundenen Oligonukleotide mittels GenePix-
Scanner gemessen. Aus den erhaltenen Fluoreszenzintensitäten wurde dann die Verdrängung
(%) mit Formel 4.1 berechnet und gegen die VDBA14-Immobilisierungskonzentration aufge-
tragen (Abb. 4.22b).
Die Verdrängung liegt bei allen Ansätzen zwischen 60 % und 90 %, was einer nahezu voll-
ständigen Verdrängung des komplementären Oligonukleotids 2 entspricht. Dabei liefern bei-
de Spacerlängen ähnlich hohe Verdrängungen, wobei der C6-Spacer bei mittleren VDBA14-
Konzentrationen zu etwas höheren Verdrängungen führt. Sowohl in diesem Kapitel, als auch in
Kapitel 4.3.4 konnte beobachtet werden, dass die Immobilisierung von 6,25 μM und 12,5 μM
VDBA14 zu hohen Verdrängungen des komplementären Oligonukleotids 2 (bis zu 90 %) bei
der Zugabe von 25(OH)D führt. Weiterhin konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass für
diese VDBA14-Konzentrationen die Verwendung des C6-Spacers bei der Immobilisierung zu
einer effizienteren VDBA14-Immobilisierung führt, was sich in erhöhten Fluoreszenzintensi-
täten beobachten ließ. In TID-Versuchen im Microarrayformat ähnelten sich die prozentualen
Verdrängungen des Oligonukleotids bei beiden Spacerlängen, sodass keiner der Beiden dem
Anderen überlegen war. Für die weiteren Microarrayexperimente wurde der C6-Spacer ver-
wendet, da dieser zu einer besseren Immobilisierungseffizienz führt, als die Verwendung des
C12-Spacers.
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(a) Experimentelles Layout des Microarraychips
für den Spacervergleich.
(b) Einfluss der Spacerlänge auf die Oligonukleo-
tidverdrängung.
Abb. 4.22.: (a) Für den Vergleich der Spacerlängen wurden vier VDBA14-Konzentrationen als 8-fach
Replikate je Block immobilisiert (rote Farbabstufungen). Dabei wurde in zwei Blöcken VD-
BA14 mit C6-Spacer und in zwei weiteren Blöcken VDBA14 mit C12-Spacer in 3x SSC-
Puffer immobilisiert. (b) Einfluss der Spacerlänge auf die Verdrängung von 100 nM 5’-Cy5-
markiertem Oligonukleotid 2. Für die kompetitive TID-Reaktion wurde 10 μM 25(OH)D
(finale Konzentration) als Positivkontrolle mit 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotid 2 (fina-
le Konzentration von 100 nM) vermischt. Als Negativkontrolle diente lediglich 100 nM
5’-Cy5-markiertes Oligonukleotid und 0 μM 25(OH)D. Nach einer Inkubationszeit von 1 h
wurde der Chip gewaschen, getrocknet und anschließend die Fluoreszenzintensität mittels
GenePix-Scanner und GenePix-Software bestimmt. Anschließend wurde aus den Fluores-
zenzintensitäten der Positiv- und Negativkontrollen die Verdrängung mit Formel 4.1 be-
rechnet. Die finale Bearbeitung erfolgte in Origin 2018.
4.4.2. Einfluss des Oligonukleotids auf die Verdrängungseffektivität
Für die Sensitivität eines TID-Assays ist das verwendete, komplementäre Oligonukleotid von
entscheidender Bedeutung. Das Oligonukleotid ist alleinig für die Generierung eines messbaren
Signals verantwortlich und sollte sich durch eine hohe Verdrängbarkeit durch das Target aus-
zeichnen. In Kapitel 4.3.3 wurde unter Verwendung des komplementären Oligonukleotids 2
eine Verdrängung von bis zu 80 % erreicht. Für die Anwendung des TID-Assays im POCT-
Bereich ist es wichtig, dass bereits geringe Targetkonzentrationen zu einer Verdrängung des
komplementären Oligonukleotids führen. Dies resultiert idealerweise in niedrigen Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen der Messmethode, was für einen sensitiven, diagnostischen Assay
von hoher Wichtigkeit ist. Ausgehend von den MST-Experimenten in Kapitel 4.2.2 wurde Oligo-
nukleotid 2 für die ersten Experimente im Microarrayformat verwendet. Oligonukleotid 2 zeig-
te in MST-Experimenten einen breiten Responsebereich auf 25(OH)D. Oligonukleotid 3 zeigte
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einen schmaleren Responsebereich, jedoch reagierte es sensitiver auf Konzentrationsänderun-
gen von 25(OH)D im niedrigen nanomolaren Bereich (4.2.2). Um zu bestätigen, dass bei einer
Immobilisierung von VDBA14 die Verwendung von Oligonukleotid 2 ebenfalls der Verwendung
von Oligonukleotid 3 überlegen ist, wurde ein Microarrayexperiment durchgeführt. Dafür wur-
de 12,5 μM und 6,25 μM VDBA14 in 3x SSC auf einer 3D-Microarrayoberfläche immobilisiert,
da sich für diese VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen die höchsten Oligonukleotidver-
drängungen in den Kapiteln 4.3.3 und 4.3.4 beobachten ließen. Die 25(OH)D-Konzentration
wurde pro Reaktionskammer zwischen 10 μM und 8 nM variiert, um einen möglichst breiten
Konzentrationsbereich von 25(OH)D abzudecken. 100 nM des jeweiligen 5’-Cy5-markierten
Oligonukleotids wurden anschließend mit der 25(OH)D-Verdünnung vermischt. 150 μL des
Oligo-25(OH)D-Gemisches wurden anschließend in die Reaktionskammern gegeben, wodurch
es sich um einen kompetitiven TID-Assay handelte. Für jeden Schritt des Experimentes wurde
der Aptamerbindepuffer mit 10 % Ethanol verwendet. Nach Ablauf einer Inkubationszeit von
1 h wurde der Überstand aus den Kammern entfernt und der Chip wurde mehrfach gewaschen.
Die Fluoreszenzintensität wurde mit einem GenePix-Scanner gemessen. Anschließend wurde
die Verdrängung des Oligonukleotids (%) mit Gleichung 4.1 berechnet. Für den Vergleich von
Oligonukleotid 2 und 3 im kompetitiven TID-Assay siehe Abb. 4.23.
Sowohl bei der Verwendung von Oligonukleotid 2, als auch Oligonukleotid 3 kann bei stei-
gender 25(OH)D-Konzentration eine Zunahme der Verdrängung beobachtet werden. Die Ver-
wendung des 5’-Cy5-markierten Oligonukleotids 3 im kompetitiven TID-Assay führt bei beiden
getesteten VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen zu einer höheren Verdrängung. Bei ei-
ner VDBA14-Immobilisierungskonzentration von 6,25 μM wird bei der Verwendung von Oli-
gonukleotid 3 eine Verdrängung von bis zu 65 % erreicht (Abb. 4.23a). Bei einer VDBA14-
Immobilisierungskonzentration von 12,5 μM beträgt der selbe Wert 63 %. Da für die spätere
Anwendung die Sensitivität des TID-Assays im niedrigen, nanomolaren Konzentrationsbereich
ausschlaggebend ist, wurden die K25-, K50- und K75-Werte für die Beurteilung der Oligonukleo-
tide herangezogen. Der K25-Wert ist die 25(OH)D-Konzentration, bei der 25 % der maximalen
Verdrängung erreicht werden. Je größer der K25-Wert, desto sensitiver ist die Methode für die
Bestimmung von 25(OH)D. Der K50-Wert ist die 25(OH)D-Konzentration, bei der 50 % der ma-
ximalen Verdrängung erreicht werden, er entspricht somit der Kd. Je kleiner die Kd, desto hö-
her ist die Affinität des Aptamers. Der K75-Wert gibt die 25(OH)D-Konzentration an, bei dem
75 % der maximalen Verdrängung erreicht werden. Je größer der K75-Wert, desto breiter ist
der 25(OH)D-Konzentrationsbereich in dem der TID-Assay das Target detektieren kann. Die
K-Werte wurden anhand der maximalen Verdrängung nach einem Kurvenfitting (OriginLabs
Origin Pro 2018, Hill Fitting) berechnet und sind in Tab. 4.5 und Tab. 4.6 gezeigt.
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(a) Verdrängung von 100 nM 5’-Cy5-markiertem
Oligonukleotid 2 und 3 durch 25(OH)D bei
einer VDBA14-Immobilisierungskonzentration
von 6,25 μM.
(b) Verdrängung von 100 nM 5’-Cy5-markiertem
Oligonukleotid 2 und 3 durch 25(OH)D bei
einer VDBA14-Immobilisierungskonzentration
von 12,5 μM.
Abb. 4.23.: Einfluss des verwendeten Oligonukleotids auf die Vedrängungseffizienz im TID-Assay
für die Detektion von 25(OH)D. (a) Verdrängung von 100 nM der komplementären,
5’-Cy5-markierten Oligonukleotide bei verschiedenen 25(OH)D-Konzentrationen und ei-
ner VDBA14-Immobilisierungskonzentration von 6,25 μM. (b) Verdrängung von 100 nM
der komplementären, 5’-Cy5-markierten Oligonukleotide bei verschiedenen 25(OH)D-
Konzentrationen und einer VDBA14-Immobilisierungskonzentration von 12,5 μM. Für die
kompetitive TID-Reaktion wurde 25(OH)D in Aptamerpuffer mit 10 % (v/v) Ethanol seriell
verdünnt und anschließend gleichzeitig mit dem 5’-Cy5-markierten Oligonukleotid (fina-
le Konzentration 100 nM) in die Reaktionskammern gegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 1 h wurde der Chip gewaschen, getrocknet und anschließend die Fluoreszenzintensi-
tät mittels GenePix-Scanner und GenePix-Software bestimmt. Anschließend wurde aus den
Fluoreszenzintensitäten die Verdrängung (%) mit Formel 4.1 berechnet. Die finale Bearbei-
tung erfolgte in Origin 2018.
Bei einer VDBA14-Immobilisierungskonzentration von 6 μM (Tab. 4.5) führt die Verwendung
von Oligonukleotid 3 zu einer höheren maximalen Verdrängung, als die Verwendung von Oli-
gonukleotid 2. Die K25-Werte der beiden Oligonukleotide bei dieser VDBA-Immobilisierungs-
konzentration zeigen vergleichbare Werte, wobei die Sensitivität des TID-Assays bei der Ver-
wendung von Oligonukleotid 2 etwas höher war. Der K75-Wert bei der Verwendung von Oligo-
nukleotid 2 lag 50 % höher, als bei der Verwendung von Oligonukleotid 3. Ein hoher K75-Wert
spricht für einen breiteren 25(OH)D-Konzentrationsbereich, in dem der TID-Assay in der Lage
ist, das Molekül nachzuweisen. Die Kd liegt bei der Verwendung von beiden Oligonukleotiden
im niedrigen, nanomolaren Bereich (0,1 nM).
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Tab. 4.5.: Einfluss von Oligonukleotid 2 und 3 auf die Verdrängungseffektivität im TID-Assay. Es wurde
eine VDBA14-Immobilisierungskonzentration von 6,25 μM verwendet.
Oligonukleotid Max. Verdrängung (%) K25 (nM) K50 (nM) K75 (nM)
2 57,24 8,50 0,11 142,79
3 64,75 10,70 0,10 106,23
Tab. 4.6.: Einfluss von Oligonukleotid 2 und 3 auf die Verdrängungseffektivität im TID-Assay. Es wurde
eine VDBA14-Immobilisierungskonzentration von 12,5 μM verwendet.
Oligonukleotid Max. Verdrängung (%) K25 (nM) K50 (nM) K75(nM)
2 48,36 5,24 0,09 75,62
3 62,95 6,76 0,09 63,69
Bei einer VDBA14-Immobilisierungskonzentration von 12 μM (Tab. 4.6) zeigten sich ähnliche
K25-Werte bei beiden Oligonukleotiden im kompetitiven TID-Assay. Auch bei dieser VDBA14-
Konzentration führte die Verwendung von Oligonukleotid 2 zu einem niedrigeren K25-Wert, was
einer höheren Sensitivität bei der 25(OH)D-Detektion entspricht. Der K75-Wert bei der Verwen-
dung von Oligonukleotid 2 war ebenfalls höher, als bei der Verwendung von Oligonukleotid 3.
Dies resultiert in einem breiteren Detektionsbereich von 25(OH)D bei der Verwendung von Oli-
gonukleotid 2 im TID-Assay bei dieser VDBA14-Immobilisierungskonzentration. Die Kd liegt bei
der Verwendung von beiden Oligonukleotiden im niedrigen, nanomolaren Bereich (0,09 nM).
Bei beiden VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen konnte unter der Verwendung von Oli-
gonukleotid 2 sowohl eine höhere Sensitivität (K25-Wert), als auch ein breiteres 25(OH)D-
Konzentrationsspektrum (K75-Wert) abgedeckt werden. Erneut zeigte sich eine VDBA14-Immo-
bilisierungskonzentration von 12,5 μM als optimal, da bei dieser Konzentration der geringste
K25-Wert von 5,24 nM erreicht werden konnte. Somit wurde für die weiteren experimentellen
Arbeiten weiterhin Oligonukleotid 2 verwendet, um weitere Optimierungen des TID-Assays
durchzuführen.
4.4.3. Inkubationsreihenfolge
In den vorherigen Kapiteln erfolgte die Zugabe von 25(OH)D und Oligonukleotid 2 gleichzeitig.
Für die TID-Effizienz spielt jedoch die Reihenfolge der Komponentenzugabe eine entscheiden-
de Rolle. Die drei Komponenten (VDBA14, 25(OH)D und O2) befinden sich bei gleichzeitiger
Anwesenheit in Lösung in verschiedenen Gleichgewichtszuständen, die voneinander abhängig
sind. Es muss demnach eine Reihe von Reaktionsgleichgewichten beachtet werden.
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VDBA14ungefaltet +Oligo 2 
 VDBA14-Oligo 2-Komplex
VDBA14-Oligo 2-Komplex + 25(OH)D 
 VDBA14-25(OH)D-Komplex + Oligo 2
Zum Einen stellt sich in Lösung ein Gleichgewicht zwischen dem gefalteten und ungefalteten
VDBA14 ein. Gefaltetes VDBA14 steht wiederum in einem Gleichgewichtszustand mit dem VD-
BA14-25(OH)D-Komplex. Bei Vorhandensein des ungefalteten VDBA14 stellt sich ein Gleich-
gewicht mit dem VDBA41-Oligo 2-Komplex ein. Dieser Komplex steht mit einem VDBA14-
25(OH)D-Komplex im Gleichgewicht, wo das Oligonukleotid 2 ungebunden vorliegt. Dieses
komplexe Geflecht aus Gleichgewichtszuständen muss bei der TID-Entwicklung beachtet wer-
den, da sich aus der Inkubationsreihenfolge auch Unterschiede der Oligonukleotidverdrängung
ergeben können. Basierend auf den gezeigten Reaktionen spielt die Reihenfolge der Zugabe von
Aptamer, 25(OH)D und Oligonukleotid 2 eine wichtige Rolle. Es ergeben sich drei mögliche
Ansätze der TID-Ausführung.
1. Gleichzeitige Zugabe von VDBA14, 25(OH)D und Oligo 2
2. Zugabe VDBA14 und 25(OH)D. Entfernen von ungebundenem 25(OH)D. Dann Zugabe
Oligo 2
3. Zugabe VDBA14 und Oligo 2. Entfernen von ungebundenem Oligo 2. Dann Zugabe
25(OH)D
Ansatz 1, also die gleichzeitige Zugabe von 25(OH)D und Oligonukleotid 2, entspricht einem
kompetitiven TID-Assay. In diesem Ansatz konkurrieren beide Bindungspartner um die freien
VDBA14-Bindeplätze. In Ansatz 2 wird zuerst eine Aptamer-25(OH)D-Bindung ausgebildet,
ungebundenes 25(OH)D durch Waschschritte entfernt und anschließend wird das komple-
mentäre Oligonukleotid 2 hinzugegeben. In Ansatz 3 wird zuerst das Oligonukleotid 2 hin-
zugegeben, nach einer gewissen Inkubationszeit ungebundenes Oligonukleotid 2 entfernt und
abschließend 25(OH)D hinzugegeben. Ansatz 2 entspricht einem Signal-On-Ansatz, da das
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid 2 das gebundende 25(OH)D verdrängt und anschließend
mit VDBA14 hybridisiert. Daraus resultiert ein Anstieg der Fluoreszenzintensität. Ansatz 3 ent-
spricht einem Signal-Off-Ansatz, da das fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid 2 durch 25(OH)D
verdrängt wird. Dies resultiert in einer Verminderung der Fluoreszenzintensität.
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Tab. 4.7.: Einfluss der Inkubationsreihenfolge auf die Verdrängung von Oliognukleotid 2. Ansatz 1 stellt
einen kompetitiven Ansatz dar, bei dem 1 μM 25(OH)D und 100 nM Oligonukleotid 2 um die
Aptamerbindestelle konkurrieren. Bei Ansatz 2 wird zuerst 1 μM 25(OH)D hinzugegeben.
Nachdem sich nach 1 h eine Aptamer-25(OH)D-Bindung ausbildet, wurde der Überstand der
Kammern abgenommen und der Chip gewaschen. Anschließend wurde 100 nM des Oligonu-
kleotids 2 hinzugegeben, welches 25(OH)D verdrängt. Es folgte erneut eine Inkubation für
1 h Ansatz 3 stellt das Gegenteil dar, bei dem zuerst das Olignukleotid 2 mit einer finalen
Konzentration von 100 nM hinzugegeben wurde. Nach einer einstündigen Inkubation wurde
der Überstand abgenommen und der Chip gewaschen. Anschließend wurde 1 μM 25(OH)D
hinzugegeben und der Ansatz für 1 h schüttelnd inkubiert. Mit Hilfe der Formel 4.1 wurde











Ansatz 1 57 % 62 % 63 % 47 % 48 %
Ansatz 2 24 % 26 % 21 % 18 % 17 %
Ansatz 3 34 % 33 % 31 % 20 % 13 %
Um den Einfluss der Inkubationsreihenfolge auf die Oligonukleotidverdrängung zu überprü-
fen, wurden drei separate Microarrayexperimente durchgeführt. Für jeden oben genannten
Ansatz wurden fünf VDBA14-Konzentrationen in 3x SSC-Puffer auf einem 3D-Microarray im-
mobilisiert. Als Positivkontrolle wurde 1 μM 25(OH)D verwendet, als Negativkontrolle eine
Reaktionskammer mit 0 μM 25(OH)D. Es wurde das 5’-Cy5-markierte Oligonukleotid 2 mit ei-
ner finalen Konzentration von 100 nM eingesetzt. Das gesamte Microarrayexperiment wurde
in Aptamerbindepuffer mit 10 % Ethanol durchgeführt. Nach Ablauf einer Inkubationszeit von
1 h wurde die jeweilige zweite Komponente hinzugefügt (Ansatz 2 und 3) und erneut 1 h in-
kubiert. Für Ansatz 1 erfolgte die kompetitive Reaktion über einen Zeitraum von 1 h. Nach Ab-
lauf der Zeit wurden bei jedem Ansatz die Reaktionskammern des Microarraychips gewaschen
und der ganze Chip getrocknet. Die Fluoreszenzintensität wurde mit einem GenePix-Scanner
bestimmt. Mittels Formel 4.2 wurde dann die Verdrängung für jeden Ansatz berechnet. Die
maximale Verdrängung pro Ansatz ist in Tab. 4.7 gezeigt.
Die höchsten Verdrängungen konnten durch den kompetitiven Ansatz 1 erzielt werden. Wie in
Kapitel 4.4.2 und 4.4.1, wurden die höchsten Verdrängungen bei VDBA14-Immobilisierungs-
konzentrationen von 6,25 μM und 12,5 μM erreicht (maximale Verdrängung 63 %). Die nied-
rigsten Verdrängungen wurden bei Ansatz 2 beobachtet. Dieser Ansatz entsprach einer Ver-
drängung des 25(OH)D durch das Oligonukleotid 2. In diesem Ansatz führte einer VDBA14-
Immobilisierungskonzentration von 12,5 μM zu einer maximalen Oligonukleotidverdrängung
von 26 %. Ansatz 3, der Signal-Off-Ansatz, lieferte nach Ansatz 1 die zweithöchsten Verdrän-
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gungen. In diesem Ansatz konnte die maximale Verdrängung bei einer VDBA14-Immobilisie-
rungskonzentration von 25 μM erreicht werden (34 %).
Nicht nur die Inkubationsreihenfolge spielt bei der Maximierung der Verdrängung eine Rolle.
Auch die Inkubationsdauer des TID-Assays spielt für die spätere Anwendung im POCT-Rahmen
eine wichtige Rolle. So kann unter der Verwendung des kompetitiven Ansatzes 1 eine Zeitre-
duktion des Assays um 1 h erzielt werden. Bei Ansatz 2 und 3 sind vor der eigentlichen Ver-
drängungsreaktion noch Inkubationszeiten inkludiert, welche für das Ausbilden des VDBA14-
O2- oder VDBA14-25(OH)D-Komplexes nötig sind. Der kompetitive Ansatz 1 führte bei al-
len VDBA14-Immobilisierungskonzentrationen zu höheren Oligonukleotidverdrängungen, als
die anderen beiden Ansätze. Die höchste Verdrängung konnte erneut bei einer VDBA14-Im-
mobilisierungskonzentrationen von 6 μM und 12,5 μM beobachtet werden. Für die Detektion
von 25(OH)D im TID-Assay wird somit ein kompetitiver Ansatz durchgeführt, da dieser zu
der höchsten Verdrängung des komplementären Oligonukleotids führt. Weiterhin verkürzt sich
durch diesen Ansatz die Assaydauer um bis zu 1 h.
4.4.4. Optimierte Bedingungen des TID-Assays
In der vorliegenden Dissertation wurde ein TID-Assay für die Detektion des niedermolekularen
Moleküls 25(OH)D entwickelt. Dieser TID-Assay kann später einfach auf Aptasensoren für die
Detektion von 25(OH)D in der patientennahen Diagnostik (POCT) übertragen werden. Durch
die Verwendung des Microarrayformates wurden eine Reihe von Optimierungen für eine ver-
besserte TID-Sensitivität durchgeführt, welche nachfolgend zusammengefasst werden.
Die optimale VDBA14-Konzentration bei der Immobilisierung wurde mit 12,5 μM bestimmt
(Kapitel 4.3.3). Weiterhin wurde gezeigt, dass der optimale Puffer für eine maximale Immo-
bilisierungseffizienz 3x SSC-Puffer ist. Die Verwendung dieses Puffers während der Immobili-
sierung führte zu den höchsten Fluoreszenzintensitäten (Kapitel 4.3.3). Die Verwendung von
C6-Spacern am 5’-Terminus von VDBA14 führte zu höheren Immobilisierungsausbeuten, als
die Verwendung eines C12-Spacers (Kapitel 4.4.1). Der Vergleich von Oligonukleotid 2 und
3 mittels K25, K50 und K75-Wert zeigte, dass die Verwendung von Oligonukleotid 2 zu einer
höheren Sensitivität bei der 25(OH)D-Bestimmung führt, was sich in einem niedrigen K25-
Wert zeigte. Ebenfalls führte die Verwendung von Oligonukleotid 2 zu einem breiten 25(OH)D-
Konzentrationsbereich, welcher mit dem TID-Assay vermessen werden kann (Kapitel 4.4.2).
Sowohl in Kapitel 4.3.4 als auch Kapitel 4.4.2 führte eine VDBA14-Immobilisierungskonzentra-
tion von 12,5 μM zu den höchsten Sensitivitäten und breitesten Detektionsbereichen (ermittelt
mittels K25 und K75-Wert). Abschließend wurde die Inkubationsreihenfolge hinsichtlich der ma-
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ximalen Oligonukleotidverdrängung optimiert. Der kompetitive Ansatz erwies sich als zeitspa-
render und führte zu einer höheren Oligonukleotidverdrängung (Kapitel 4.4.3). Nachfolgend
die optimierten Bedingungen für die Detektion von 25(OH)D im TID-Assay.
• 3D-Aldehydfunktionalisierung des Microarrays für VDBA14-Immobilisierung
• Verwendung VDBA14-C6-NH2-Linker für die Immobilisierung
• Immobilisierung von VDBA14 in 3x SSC-Puffer
• Immobilisierungskonzentration von 12,5 μM VDBA14
• Verwendung von 100 nM 5’-Cy5-gelabelten Oligonukleotid 2
• Zugabe 25(OH)D und Oligo 2 gleichzeitig für kompetitiven TID-Assay
Die oben genannten Bedingungen wurden für alle folgenden Charakterisierungen des TID-
Assays verwendet.
4.5. Detektion von 25(OH)D im kompetitiven TID-Assay
Ziel dieser Dissertation war die Entwicklung eines aptamerbasierten Detektionssystems für
25(OH)D. Dafür wurde ein TID-Assay entwickelt, welcher sich die Verdrängung von kom-
plementären, markierten Oligonukleotiden zu Nutze macht. In den vorangegangenen Kapi-
teln wurden die allgemeinen Eigenschaften von VDBA14 untersucht. Weiterhin wurden kom-
plementäre Oligonukleotide entworfen, charakterisiert und erfolgreich durch die Zugabe von
25(OH)D verdrängt. Die Immobilisierung von VDBA14 führte zu keiner Beeinträchtigung der
Aptamerfunkionalität. Die erstellten komplementären Oligonukleotide wurden sowohl in Lö-
sung mittels MST, als auch im immobilisierten Format mittels Microarray evaluiert und der
TID-Assay charakterisiert. Abschließend werden in diesem Kapitel Sensitivität, Nachweisgren-
ze und Bestimmungsgrenze des TID-Assays für die Detektion von 25(OH)D bestimmt.
4.5.1. Detektion von nanomolaren 25(OH)D-Konzentrationen im
kompetitiven TID-Assay
In den vorherigen Kapiteln wurde der TID-Assay im Microarrayformat untersucht und opti-
miert. Dabei wurden für die Untersuchung der Oligonukleotidverdrängung durch 25(OH)D
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Tab. 4.8.: 25(OH)D-Serumkonzentrationen und daraus resultierende Krankheitsbilder, welche durch
ungenügende Vitamin D-Versorgung auftreten können [99].
Definition 25(OH)D-Konzentration Auswirkungen
Vitamin D-Mangel < 25 nM Rachitis, Osteomalazie, Frakturen
Vitamin D-Insuffizienz 25 - 49 nM Knochenverlust, Frakturen
Ausreichende Versorgung ≥ 50 nM Geringes Risiko für Knochenverlust
hohe Konzentrationen im mikromolaren Bereich verwendet (Kapitel 4.4.2). Da die Analytkon-
zentration (für die Bestimmung von Vitamin D-Mangel und Vitamin D-Insuffizienz) im niedri-
gen, nanomolaren Bereich von 25 nM bis 50 nM liegt, sollte der TID-Assay in diesem Bereich
besonders sensitiv sein (Tab. 4.8).
Mit den optimierten TID-Assay-Bedingungen (siehe Kapitel 4.4.4) wurde ein Microarrayex-
periment durchgeführt. 25(OH)D wurde im Bereich von 48 nM bis 1,5 nM seriell verdünnt,
um reale 25(OH)D-Konzentrationen im menschlichen Körper abzubilden. Anschließend wur-
de die jeweilige 25(OH)D-Konzentration mit 100 nM Oligonukleotid 2 (finale Konzentration)
vermischt und in die Reaktionskammern des Microarraychips gegeben. Nach einer Inkubations-
zeit von 1 h wurde der Microarraychip gewaschen und anschließend die Fluoreszenzintensität
mittels GenePix-Scanner bestimmt (Abb. 4.24a).
Mit steigender 25(OH)D-Konzentration lässt sich eine Abnahme der Signalintensität erkennen.
Dies wurde erwartet, da höhere 25(OH)D-Konzentrationen zu einer erhöhten Verdrängung des
fluoreszenzmarkierten Oligonnukleotids führen. Bereits geringe 25(OH)D-Konzentrationen von
< 10 nM genügen, um das komplementäre Oligonukleotid zu verdrängen. Aus der Signalin-
tensität wurde anschließend mit Formel 4.2 die Oligonukleotidverdrängung berechnet. Die
Verdrängung wurde dann gegen die 25(OH)D-Konzentration aufgetragen (Abb. 4.24b). Mit
zunehmender 25(OH)D-Konzentration kann eine erhöhte Oligonukleotidverdrängung beob-
achtet werden. Die maximale Verdrängung ist bei 48 nM 25(OH)D zu sehen, welche dort 30 %
beträgt. Somit sind bei 48 nM 25(OH)D 30 % aller gebundenen Oligonukleotide verdrängt
worden. Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass der neuentwickel-
te TID-Assay auch auf 25(OH)D-Konzentrationen im nanomolaren Bereich mit der Verdrän-
gung der komplementären Oligonukleotide reagiert. Der lineare Bereich des TID-Assays konnte
im Bereich von ca. 1,5 nM bis 12 nM identifiert werden, was prinzipiell die diagnostische De-
tektion von 25(OH)D ermöglichen sollte. Ein weiteres, wichtiges Charakterisierungsmerkmal
von Messmethoden ist das Signal-Zu-Rausch-Verhältnis (SNR). Dieser Wert gibt Auskunft über
die Qualität des Messsignals. Bevor die Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
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(a) Änderung der Fluoreszenzintensität von
100 nM 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotid 2
durch 25(OH)D im Bereich von 1,5 nM bis 48
nM.
(b) Verdrängung von 100 nM 5’-Cy5-markiertem
Oligonukleotid 2 durch 25(OH)D im Bereich
von 1,5 nM bis 48 nM.
Abb. 4.24.: (a) Änderung der Fluoreszenzintensität von 100 nM des komplementären, 5’-Cy5-
markierten Oligonukleotids 2 bei verschiedenen 25(OH)D-Konzentrationen im niedri-
gen nanomolaren Bereich. (b) Verdrängung von 100 nM des komplementären, 5’-Cy5-
markierten Oligonukleotids 2 bei verschiedenen 25(OH)D-Konzentrationen im niedrigen
nanomolaren Bereich. Das Microarrayexperiment wurde in Aptamerbindepuffer mit 10 %
(v/v) Ethanol durchgeführt und es handelte sich um einen kompetitiven TID-Assay. Nach
einer Inkubationszeit von 1 h wurde der Chip gewaschen und anschließend die Fluores-
zenzintensität mittels GenePix-Scanner und GenePix-Software bestimmt. Das Experiment
wurde dreimal wiederholt (N = 3) und aus der Standardabweichung der Signalintensi-
täten die Fehlerbalken berechnet (a). Für die Darstellung der Verdrängung wurde mittels
Formel 4.1 aus den erhaltenen Signalintensitäten die Verdrängung des Oligonukleotids be-
rechnet und gegen die 25(OH)D-Konzentration aufgetragen. Die Fehlerbalken wurden aus
dem Standardfehler berechnet. Die finale Bearbeitung erfolgte in Origin 2018.
über die Sensitivität erfolgte, wurden zunächst die SNR-Werte bei den getesteten 25(OH)D-
Konzentrationen betrachtet.
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4.5.2. Signal-zu-Rausch-Verhältnis
Um die Qualität des Messsignales bei der Detektion von 25(OH)D im nanomolaren Bereich
beurteilen zu können, erfolgte die Berechnung der SNR-Werte für jede der getesteten 25(OH)D-
Konzentrationen. Die SNR-Werte des TID-Assays im Microarrayformat wurden mittels Formel
4.2 berechnet und anschließend gegen die 25(OH)D-Konzentrationen aufgetragen (Abb. 4.25).
SNR =
Signal − Hinter grundsignal
Standardabweichung Hinter grundsignal
(4.2)
Abb. 4.25.: SNR-Werte des kompetitiven TID-Assays bei verschiedenen 25(OH)D-Konzentrationen in
Aptamerpuffer mit 10 % (v/v) Ethanol. 12,5 μM VDBA14 wurde zuvor auf der 3D-Mi-
croarrayoberfläche in 3x SSC immobilisiert. Anschließend wurde eine serielle Verdünnung
von 25(OH)D mit 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotid 2 (finale Konzentration 100 nM) ver-
mischt. 150 μL des Gemisches wurden anschließend in die Reaktionskammern des Chips
gegeben und für 1 h schüttelnd inkubiert. Es handelte sich somit um einen kompetitiven
TID-Assay. Anschließend wurde der Chip gewaschen und die Fluoreszenzintensität mittels
GenePix-Scanner und Software bestimmt. Für die Berechnung des SNR wurde anschließend
Formel 4.2 verwendet. Die finale Bearbeitung erfolgte in Origin 2018.
Bei allen getesteten 25(OH)D-Konzentrationen konnten SNR-Werte> 30 erzielt werden. Nied-
rige 25(OH)D-Konzentrationen resultierten in den höchsten SNR-Werten von bis zu 70. Die
niedrigsten SNR-Werte konnten bei 25(OH)D-Konzentrationen von 48 nM und 12,5 nM be-
obachtet werden. Da das Messrauschen maßgeblich durch das verwendete Messinstrument
hervorgerufen wird, wurde in diesem Kapitel das Signal-zu-Rausch-Verhältnis bei der Verwen-
dung des Microarray-Systems bestimmt. Für andere Messmethoden (wie beispielsweise SPR)
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können sich bei der Verwendung des TID-Assays andere SNR-Werte ergeben. Durch die Berech-
nung der SNR-Werte konnte bestätigt werden, dass die Messdaten des Experiments, auf dessen
Basis LOD und LOQ berechnet wurden, qualitativ hochwertig waren. So wurde als letzter Cha-
rakterisierungsschritt die Nachweis- und Bestimmungsgrenze des kompetitiven TID-Assays zur
Detektion von 25(OH)D im Microarrayformat bestimmt.
4.5.3. Bestimmung der unteren Messgrenzen (LOQ, LOD)
Für die Charakterisierung von analytischen Messmethoden sind die Bestimmungs- und Nach-
weisgrenze von hoher Bedeutung. Laut IUPAC-Definition handelt es sich bei der Bestimmungs-
grenze (Limit Of Quantification, LOQ) um die geringste Analytkonzentration, welche mit ei-
ner statistisch hohen Sicherheit quantifiziert werden kann. Dieser Wert gilt als Limit, an dem
mit hoher Wahrscheinlichkeit zwei Messwerte voneinander unterschieden werden können. Da-
hingegen ist die Nachweisgrenze (Limit Of Detection, LOD) die geringste Analytkonzentrati-
on, welche von dem Blank unterschieden werden kann. Die LOD gibt die untere Detektions-
schwelle des Messprinzips an. Da das Hintergrundrauschen der verwendeten Messmethoden
maßgeblich Einfluss auf die Detektion nehmen, fließen Messwerte von Blanks in die LOD und
LOQ-Berechnung ein [100]. Daher errechnet sich der LOQ-Wert aus der zehnfachen Standard-
abweichung des Blanks (σBlank), dividiert durch die Sensitivität (S) der Methode. Für die Be-
rechnung des LOD-Wertes wird die dreifache Standardabweichung des Blanks verwendet. Für
eine genaue Beschreibung der Vorgehensweise siehe C.4.3. Mithilfe der Formeln 4.3 und 4.4









Die Bestimmungsgrenze, LOQ, wurde mit 109 nM 25(OH)D bestimmt. Die Nachweisgrenze,
LOD, wurde bei einer 25(OH)D-Konzentration von 32 nM identifiziert.
Der neuentwickelte TID-Assay sollte auch in komplexen Proben (wie beispielsweise Blutpro-
ben) mit einer Verdrängung des komplementären Oligonukleotids 2 reagieren. Um dies zu
überprüfen wurde im nächsten Abschnitt erneut ein MST-Experiment durchgeführt.
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4.5.4. Kompetitiver TID-Assay in Humanserum
In der finalen Anwendung soll der neuentwickelte TID-Assay 25(OH)D in komplexen Pro-
ben, wie beispielsweise Humanserum, nachweisen können. Um zu überprüfen, ob es auch in
20 %igem Humanserum zu einer Verdrängung des komplementären Oligonukleotids 2 kommt,
wurde dafür ein MST-Experiment durchgeführt. Das gesamte Experiment wurde daher in Apt-
amerbindepuffer durchgeführt, welcher zu 20 % (v/v) aus Humanserum und 10 % (v/v) Etha-
nol bestand. Das 5’-Cy5-markierte Oligonukleotid 2 wurde mit einer finalen Konzentration von
10 nM mit einer 25(OH)D-Verdünnungsreihe (ausgehend von 1 μM 25(OH)D) vermischt. Es
wurde unmarkiertes VDBA14 mit einer Konzentration von 10 nM eingesetzt. Die verschiede-
nen Ansätze wurden anschließend für 1 h inkubiert (kompetitiver TID-Assay) und dann bei
35 °C in der MST vermessen. Das Ergebnis ist in Abb. 4.26 gezeigt.
Abb. 4.26.: Verdrängung des komplementären Oligonukleotids 2 durch 25(OH)D in Aptamerbindepuf-
fer mit 20 % Humanserum und 10 % (v/v) Ethanol. Die Verdrängung von 10 nM des 5’-Cy5-
markierten Oligonukleotids 2 wurde mittels MST bestimmt. Für die MST-Messung wurde
25(OH)D zuvor seriell in Aptamerpuffer mit 10 % Ethanol (v/v) verdünnt. Anschließend
wurde jede Verdünnungsstufe von 25(OH)D mit VDBA14-Oligonukleotid-Lösung vermischt
(finale Oligonukleotidkonzentration 10 nM). Nach einer Inkubation von 1 h wurde die Ver-
drängung des komplementären Oligonukleotids bei 35 °C mittels MST bestimmt. Die Bin-
dungskurven wurde mit der NT.Analysis Software generiert und in Origin 2018 bearbeitet.
Mit steigender 25(OH)D-Konzentration kommt es zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensität,
was durch die Verdrängung des komplementären, 5’-Cy5-markierten Oligonukleotids 2 verur-
sacht wird. So kann aus diesem MST-Experiment geschlossen werden, dass das Vorhandensein
von Humanserum die grundlegende Funktionsweise des TID-Assays nicht beeinträchtigt und
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das komplementäre Oligonukleotid weiterhin durch 25(OH)D verdrängt wird. In der Litera-
tur wurde der in dieser Dissertation erarbeitete TID-Assay bereits erfolgreich auf einen porta-
blen Smartphone-Sensor übertragen, welcher in verdünntem Humanserum (10 %) 25(OH)D
im niedrigen, nanomolaren Bereich nachweisen konnte [101], was das Ergebnis dieses Expe-
rimentes bestätigt.
Für die spätere Verwendung des TID-Assays in der patientennahen Diagnostik (POCT) ist ne-
ben der Bestimmungs- und Nachweisgrenze und der Funktionalität in komplexen Matrices
auch der Preis pro Test eine wichtige Kennzahl. Daher wurden die Materialkosten der Durch-
führung eines TID-Assays für die Detektion von 25(OH)D im nächsten Abschnitt geschätzt und
anschließend mit einem kommerziell erhältlichem 25(OH)D-Assay verglichen.
4.5.5. Materialkosten des TID-Assays pro analysierter Probe
Um den entwickelten TID-Assay für die Detektion von 25(OH)D mit anderen, etablierten Assays
vergleichen zu können, ist eine Betrachtung des Preises pro analysierter Probe notwendig.
Anschaffungskosten von Geräten und die Preise der verwendeten Puffer wurden nicht einbe-
rechnet, lediglich die Preise der verwendeten biologischen Komponenten (und des Microarray-
chips) wurden in die Berechnung eingezogen.
Durch das TID-basierte Detektionsformat ergeben sich drei Hauptkostenpunkte. Microarrays-
lides, für die Aptamerimmobilisierung und parallele Analyse von mehreren Patientenproben.
Das Aptamer als biologisches Erkennungselement des Biosensors und als letztes das komple-
mentäre Oligonukleotid als transduzierendes Element. In dem Microarrayformat lassen sich
auf einem Chip mehrere Analysen parallel durchführen, sodass für eine hypothetische diagno-
stische Anwendung des Chips vier Patientenproben untersuchen lassen (Abb. 4.27). So werden
pro Patientenprobe vier Blöcke verwendet, wobei drei dieser Blöcke für die zu unbekannte, zu
analysierende Probe verwendet werden. Der vierte Block kann flexibel für die Kalibration, Ne-
gativkontrolle oder Positivkontrolle verwendet werden.
Die Kosten pro Probe des oben gezeigten Microarraychips ergeben sich dadurch wie folgt:
10 Euro Kosten pro Chip. Pro Chip lassen sich vier individuelle Patientenproben analysieren,
wodurch sich Materialkosten von €2,50 pro Probe ergeben.
Das in dieser Dissertation verwendete 25(OH)D-Aptamer (VDBA14) wurde mittels Festpha-
sensynthese hergestellt. Dabei belaufen sich die Kosten für 3 mL HPLC-aufgereinigtes Aptamer
(mit einer finalen Konzentration von 12,5 μM) auf €760. Pro Milliliter Aptamer ergeben sich
dadurch Kosten von €253,3. Mit der gleichen Kalkulation lassen sich die Kosten des Oligonu-
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Abb. 4.27.: Hypothetischer, multiparalleler Ansatz für die 25(OH)D-Analytik im Microarray-Format.
Durch 16 voneinander abgegrenzte Reaktionskammern eines Microarraychips, können ver-
schiedene Proben gleichzeitig analysiert werden. In dem hier gezeigten Beispiel ist es so
möglich, den 25(OH)D-Spiegel von vier Patienten gleichzeitig zu bestimmen. Dabei werden
pro Patient vier Blöcke verwendet. Drei Blöcke (+) werden als Replikate für die 25(OH)D-
Messung verwendet. Der letzte Block (?) kann flexibel eingesetzt werden. So ist in diesem
Block beispielsweise der Einsatz für eine Kalibration, Negativ- oder Positivkontrolle denk-
bar.
kleotids berechnen. Die Kosten pro Milliliter Oligonukleotid (mit einer finalen Konzentration
von 250 nM) belaufen sich so auf ca. €6.
Für die Aptamerimmobilisierung wurden pro Aptamerspot sechs Tropfen auf die Microarrayo-
berfläche gedruckt. Ein Tropfen besitzt dabei ein Volumen von ca. 1,1 Nanoliter (laut Hersteller
des Spottinggerätes). Dadurch ergibt sich ein Aptamerverbrauch von 6,6 Nanoliter pro Spot.
Insgesamt werden in dem gezeigten Chiplayout (Abb. 4.27) acht Replikate der gewünschten
VDBA14-Konzentration immobilisiert. Daraus ergibt sich ein Aptamerverbrauch von 52,8 Na-
noliter pro Block. Pro Patientenprobe werden vier Blöcke verwendet, was einem Gesamtapt-
amerverbrauch von 211,2 Nanoliter pro Probe entspricht. Wird dies mit dem oben genannten
Aptamerpreis pro Milliliter verrechnet, ergeben sich Aptamerkosten von etwas mehr als 5 Cent
pro Probe.
Für den eigentlichen TID-Assay werden pro Block 150 μL Oligonukleotid mit einer finalen Kon-
zentration von 10 nM eingesetzt. Da vier Blöcke pro Probe verwendet werden, entspricht dies
einem Verbrauch von 600 μL Oligonukleotid pro Probe. Für die Verdünnung der Stocklösung
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auf 600 μL dieser Endkonzentration werden 48 μL benötigt. Wird dies mit den oben genannten
Oligonukleotidkosten pro Milliliter verrechnet, entspricht dies 29 Cent pro Probe.
€2,50 pro Probe Microarraychip
€0,05 pro Probe Aptamerkosten
€0,29 pro Probe Oligonukleotidkosten
Zusammenfassend belaufen sich die hypothetischen Kosten für die Analyse einer Probe des in
dieser Dissertation entwickelten TID-basierten 25(OH)D-Assay auf €2,84.
4.5.6. Vergleich des entwickelten TID-Assays mit dem Stand der Technik
Der in dieser Dissertation entwickelte TID-Assay konnte erfolgreich für die Detektion von
25(OH)D im nanomolaren Konzentrationsbereich eingesetzt werden. Weiterhin wurde eine
Schätzung der Materialkosten durchgeführt, um den Assay mit anderen, etablierten Methoden
vergleichen zu können. In diesem Kapitel werden die Eigenschaften des TID-Assays mit dem
Stand der Technik der 25(OH)D-Detektion verglichen. Der Elecsys 25(OH)D-Assay von Roche
ist neben der anerkannten Referenzmethode (LC-MS/MS) einer der sensitivsten und schnells-
ten Nachweismethoden von 25(OH)D. Für einen Vergleich des Elecsysassays mit dem neuent-
wickelten TID-Assay siehe Tab. 4.9. Alle gezeigten Parameter beziehen sich auf die 25(OH)D-
Detektion in Puffer, nicht in komplexen biologischen Proben, wie Serum.
Der kommerziell erhältliche 25(OH)D-Assay verfügt über eine geringe Testdauer von 27 Minu-
ten. Die Testdauer des, in dieser Dissertation entwickelten, TID-Assays beträgt ca. 60 Minuten.
Den größten Einfluss auf die Testdauer des TID-Assays hat die Inkubationszeit für die kompe-
titive Reaktion zwischen 25(OH)D und Oligonukleotid. In der vorliegendenen Arbeit konnten
mit einstündigen Inkubationszeiten bereits eine Verdrängung des Oligonukleotids im niedri-
gen nanomolaren Konzentrationsbereich beobachtet werden. Weitere Verkürzungen der Inku-
bationszeit sind möglich, müssen jedoch gründlich evaluiert werden. Da die TID-Reaktion auf
einem komplexen Geflecht aus Gleichgewichtszuständen besteht, kann sich eine Verkürzung
der Inkubationszeit auch auf die Sensitivität des TID-Assays auswirken. Die Nachweisgren-
ze, LOD, liegt bei dem Aptamer-basierten TID-Assay bei 32 nM wohingegen der kommerzielle
Elecsys-Assay einen LOD-Wert von 7,5 nM aufweist. Die Bestimmungsgrenze (LOQ) des Elec-
sys-Assays liegt bei 12,5 nM, wohingegen bei dem TID-Assay eine Bestimmungsgrenze von ca.
109 nM ermittelt wurde. Für die 25(OH)D-Detektion im diagnostischen Bereich ist mit dem
entwickelten TID-Assay eine Ja/Nein-Aussage über eine mögliche Vitamin D-Insuffizienz mög-
lich, da 25(OH)D-Konzentrationen unter 50 nM mit dem Assay detektiert werden können (LOD
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Tab. 4.9.: Vergleich des kommerziell erhältlichen Elecsys 25(OH)D-Assay mit dem, in dieser Arbeit ent-
wickelten, TID-Assay für die Detektion von 25(OH)D. Die Materialkosten wurden für die Ver-
wendung im Cobas e 411 Analyzer berechnet. €1719 für 100 Tests im Elecsys-Assayformat
(Roche Diagnostics Preisliste 2020 - Diagnostika und Laborgeräte, Zugriff 10.01.21). Berech-
nung der Materialkosten für den entwickelten TID-Assay siehe Kapitel 4.5.5.
Elecsys 25(OH)D Assay 25(OH)D TID-Assay
Testdauer 27 min ca. 60 min
Testprinzip Proteinbindungsassay TID-Assay
Limit of Detection (LoD) 7,5 nM 32 nM
Limit of Quantification (LoQ) 12,5 nM 109 nM
Messbereich 7,5 nM bis 250 nM 32 nM bis 2 μM
Preis pro zu analysierender
Probe
€17,20 ca. €2,84
= 30 nM). Für eine hochpräzise Quantifizierung von 25(OH)D muss der TID-Assay jedoch in
Zukunft hinsichtlich des LOQ-Wertes weiter optimiert werden, da dieser über den Schwellen-
werten von < 50 nM liegt (LOQ = 109 nM). Der Elecys 25(OH)D-Assay zeichnet sich durch
einen breiten Messbereich aus (7,5 nM bis 250 nM), wobei der aptamerbasierte TID-Assay so-
gar einen Messbereich von 32 nM (LOD) bis 2 μM 25(OH)D aufweist. Der obere Konzentrati-
onsbereich ist für die Bestimmung des Vitamin D-Gesundheitsmarkers nicht relevant, da Werte
über 250 nM vernachlässigt werden und generell nicht in realen, diagnostischen Anwendungen
vorkommen. Werden lediglich Materialkosten betrachtet, ist der aptamerbasierte TID-Assay
pro Probe sechs mal günstiger, als der kommerziell erhältliche Elecsys 25(OH)D-Assay.
Das Detektionsprinzip des kommerziellen Assays beruht auf einer Kompetition zwischen dem
zu untersuchenden 25(OH)D und biotinyliertem 25(OH)D. Dabei konkurrieren die ungelabel-
ten 25(OH)D-Moleküle mit biotinyliertem 25(OH)D um Bindungsplätze von VDBP. Die De-
tektion erfolgt anschließend optisch über die biotinylierten 25(OH)D-Moleküle. Bevor diese
Konkurrenzreaktion jedoch stattfindet, muss das natürlich vorkommende VDBP in der Blut-
probe denaturiert und entfernt werden. Dafür werden zwei Vorbehandlungsagenzien einge-
setzt. Auch in dem TID-Assay, welcher in dieser Arbeit entwickelt wurde, ist dieser Schritt in
der späteren Anwendung notwendig, da 99 % des im Körper vorkommenden 25(OH)D an das
VDBP gebunden ist. In dem Elecsys-System wird zusätzlich ein Antikörper eingesetzt, welcher
die Kreuzreaktivität mit anderen 25(OH)D-Vorstufen hemmt. Das in in dieser Dissertation ver-
wendete VDBA14 ist hochselektiv in Bezug auf 25(OH)D, sodass zusätzliche Agenzien in der
späteren Anwendung wahrscheinlich nicht nötig sind. So konnte in Kapitel 4.1.3 gezeigt wer-
den, dass das Vorläufermolekül Vitamin D nicht von VDBA14 gebunden wird.
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5. Zusammenfassung und Ausblick
In der vorliegenden Dissertation wurde ein TID-Assay für die Detektion des kleinen Moleküls
25(OH)D entwickelt. Zum Nachweis von Vitamin D-Mangel und Vitamin D-Insuffizienz muss
die Nachweismethode hochsensitiv sein, da der 25(OH)D-Spiegel bei diesen Mangelerschei-
nungen im nanomolaren Konzentrationsbereich liegt. Neben der Verwendung von Antikörpern
für die sensitive Detektion von kleinen Molekülen, wie beispielsweise 25(OH)D, hat sich in den
letzten Jahrzehnten auch die Verwendung von Aptameren etabliert. Diese sind ebenfalls in der
Lage, ihre Zielmoleküle spezifisch zu binden. Die günstige Synthese, hohe Stabilität und Rege-
nerationsfähigkeit von Aptameren machen sie zu einer idealen Alternative zu den etablierten
Antikörpern.
Der Fokus dieser Dissertation lag auf der Entwicklung und Evaluierung eines TID-Assays. Bei
dem TID-Assay handelt es sich um einen Detektionsmechanismus, bei dem ein komplementäres
Oligonukleotid eingesetzt wird, welches an das Aptamer bindet. Bei Vorhandensein des Ana-
lytmoleküls wird dieses Oligonukleotid vom Aptamer verdrängt. Durch die Verdrängung kann
anschließend eine Signaländerung gemessen werden, da das Oligonukleotid mit einer Markie-
rung versehen werden kann. Im ersten Schritt der Dissertation wurde das 25(OH)D-bindende
Aptamer charakterisiert. Aufgrund des hohen GC-Gehaltes des Aptamers wurde das Vorhan-
densein von G-Quadruplex-Strukturen vermutet. In CD-Spektroskopischen Aufnahmen konnte
dies jedoch ausgeschlossen werden. Auch bei der Zugabe des 25(OH)D-Moleküls konnte mit-
tels CD-Spektrum keine drastische strukturelle Änderung des Aptamers beobachtet werden,
was darauf hindeutet, dass das Target an bereits vorgeformte Strukturelemente des Aptamers
bindet (Kapitel 4.1.1). Um die Ausbildung eines Aptamer-25(OH)D-Komplexes nachzuweisen,
wurde im nächsten Schritt mittels MST eine Bindungskurve bei Raumtemperatur aufgenom-
men, welche jedoch zu keinem messbaren Bindungsereignis führte. Durch eine Erhöhung der
Temperatur während des MST-Laufes auf 35 °C konnte eine Bindung von VDBA14 an 25(OH)D
detektiert werden. Bei erhöhter Temperatur werden wahrscheinlich die bereits vorgeformten
Strukturelemente (vermutlich ein Stem-Bereich) destabilisiert und entfaltet. Durch Zugabe von
25(OH)D werden diese Strukturelemente wieder stabilisiert bzw. ausgebildet. Diese Vermu-
tung konnte mit einer NUPACK-Strukturanalyse verifziert werden, sodass sich anschließend
diese strukturellen Änderungen auch in einem weiteren MST-Experiment detektieren ließen.
Die Kd des Aptamers wurde mit 14 nM bestimmt (Kapitel 4.1.2), was einer hohen Affinität des
Aptamers entspricht.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Charakterisierung von Aptameren ist die Spezifität des
Aptamers. Da der TID-Assay in der späteren Anwendung (wie beispielsweise in einem Aptasen-
sor) zwischen einer Reihe von Vitamin D-Metaboliten im Blut selektieren muss, wurde in Kapi-
tel 4.1.3 erneut eine MST mit einem strukturell verwandten Molekül durchgeführt. Es konnte
gezeigt werden, dass das Aptamer zwischen Cholecalciferol (besitzt keine Hydroxylgruppe am
C25-Atom) und 25(OH)D unterscheiden kann und spezifisch an 25(OH)D bindet. Nachdem
die Charakterisierung des verwendeten 25(OH)D-Aptamers abgeschlossen wurde, erfolgte im
nächsten Schritt die eigentliche Entwicklung des TID-Assays. Für einen funktionsfähigen TID-
Assay werden Oligonukleotide benötigt, welche komplementär an das Aptamer binden. Drei
komplementäre Oligonukleotide mit einer Länge von 10 nt wurden synthetisiert und mit einer
5’-Cy5-Fluoreszenzmarkierung versehen (Kapitel 4.2.1). In ersten MST-Hybridisierungsexperi-
menten konnte gezeigt werden, dass die drei Oligonukleotide in der Lage sind, an das Aptamer
zu binden (Kapitel 4.2.2). In einem weiteren MST-Experiment wurden anschließend die Dis-
soziationskonstanten der Oligonukleotide im kompetitiven TID-Assay untersucht. Hier konnte
gezeigt werden, dass die drei komplementären Oligonukleotide erfolgreich durch 25(OH)D
verdrängt werden (Kapitel 4.2.2). Die Verwendung von Oligonukleotid 2 führte zu einer Ver-
drängungsreaktion über einen breiten 25(OH)D-Konzentrationsbereich, weshalb dieses Oligo-
nukleotid für die weiteren experimentellen Arbeiten verwendet wurde.
Bei aptamerbasierten Detektionsmethoden sind die Aptamere häufig auf einer Oberfläche im-
mobilisiert. Dadurch ist es möglich, die Aptamere zu regenerieren oder labelfreie Detektions-
methoden wie beispielsweise SPR zu verwenden. Weiterhin ist eine Immobilisierung des Apt-
amers für die erfolgreiche Verwendung im TID-Assay nötig. Durch die vorangegangenen Expe-
rimente wurde gezeigt, dass das Aptamer in Lösung in der Lage ist, 25(OH)D mit einer hohen
Affinität zu binden. Weiterhin konnte eine Verdrängung der komplementären Oligonukleotide
bei steigender 25(OH)D-Konzentration gezeigt werden. Werden immobilisierte Aptamere ver-
wendet, kann dies die Aptameraktivität negativ beeinflussen. Durch die räumliche Nähe der
Aptamere auf der Oberfläche kann es zu intermolekularen Wechselwirkungen und damit struk-
turellen Hinderungen zwischen den Aptameren kommen. Daher wurde der Immobilisierungs-
schritt besonders gründlich untersucht, um die optimalen Bedingungen für eine maximierte
Oligonukleotidverdrängung zu bestimmen. Es wurde festgestellt, dass ab einer Aptamerkon-
zentration von 12,5 μM eine Aptamersättigung auf der Oberfläche vorliegt (Kapitel 4.3.3). Wei-
terhin wurden verschiedene Puffer (PBS-Puffer, Aptamerbindepuffer und 3x SSC) hinsichtlich
ihrer Auswirkung auf die Immobilisierungseffizienz evaluiert. Es konnte gezeigt werden, dass
3x SSC die höchste Immobilisierungseffizienz aufwies, was sich in hohen Fluoreszenzintensitä-
ten nach einer SYBR® Green I/II-Färbung zeigte (Kapitel 4.3.3). Da die Aptameraktivität durch
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die Immobilisierung eingeschränkt werden kann, wurde im anschließenden Schritt mit den
optimierten Microarray-Bedingungen (Verwendung 3x SSC für die Immobilisierung, Immobi-
lisierungsdichte des Aptamers 12,5 μM und 6 μM) die Verdrängung des komplementären Oli-
gonukleotids 2 bei verschiedenen 25(OH)D-Konzentrationen untersucht. Ab einer 25(OH)D-
Konzentration von 3 μM konnten so 80 % des Cy5-markierten Oligonukleotids 2 verdrängt wer-
den. Ein signifikanter Unterschied in der Verdrängung zwischen den beiden getesteten Immobi-
lisierungsdichten konnte nicht beobachtet werden. Auch Aptamerdichten am vorher bestimm-
ten Sättigungspunkt (12,5 μM) führten zu keiner Absenkung der Oligonukleotidverdrängung
(Kapitel 4.3.4). Nachdem gezeigt wurde, dass die komplementären Oligonukleotide konzentra-
tionsabhängig von 25(OH)D verdrängt werden, erfolgte in den nächsten Kapiteln eine weitere
Optimierung der Verdrängungsreaktion. So wurden zwei Spacer hinsichtlich der Auswirkung
auf die Immobilisierungseffizienz miteinander verglichen. Durch die Verwendung von Spacern
können sterische Hinderungen zwischen Aptamer und Immobilisierungsoberfläche minimiert
werden, was sich in einer gesteigerter TID-Effektivität zeigen könnte. Die Verwendung des C6-
Spacers führte zu einer erhöhten Immobilisierungseffizienz, verglichen mit dem C12-Spacer.
Bei dem nachfolgenden TID-Assay führten beide Spacerlängen zu ähnlichen Verdrängungen.
Somit wurden für die weiteren Microarrayexperimente C6-Spacer für die Immobilisierung ver-
wendet, da die Verwendung dieses Spacers zu höheren Fluoreszenzintensitäten führte (Kapitel
4.4.1).
In den ersten Verdrängungsexperimenten in der MST führte die Verwendung des Oligonu-
kleotids 2 zu einer Verdrängungsreaktion über einen breiten 25(OH)D-Konzentrationsbereich.
Dies ist für die spätere Anwendung in der diagnostischen 25(OH)D-Bestimmung von Vor-
teil. Auf Basis dieses Experimentes, wurde für die weiteren Experimente dieses Oligonukleo-
tid verwendet (Kapitel 4.2.2). Um zu überprüfen, ob sich dieses Verhalten auch im Microar-
rayformat zeigt, wurde anschließend Oligonukleotid 2 mit Oligonukleotid 3 hinsichtlich der
Verdrängung verglichen. Die Verwendung von Oligonukleotid 2 und einer VDBA14-Immobili-
sierungskonzentration von 12,5 μM führte zu höheren Sensitivitäten (Evaluation mittels K25-
Wert). Weiterhin konnte durch die Verwendung von Oligonukleotid 2 ein breiteres 25(OH)D-
Konzentrationsspektrum abgedeckt werden (K75-Wert), was sich auch bereits in den MST-
Experimenten abgezeichnet hatte (Kapitel 4.4.2).
Aufgrund der vorangegangenen Optimierungen wurden folgende Bedingungen für die finalen
25(OH)D-Bestimmungen verwendet: 3D-Aldehydchips, C6-Spacer, 12,5 μM VDBA14 bei Im-
mobilisierung in 3x SSC-Puffer, Verwendung von Oligonukleotid 2. Die abschließende Charak-
terisierung hinsichtlich Signal-To-Noise-Ratio und LOD bzw. LOQ des entwickelten TID-Assays
erfolgte mit den oben genannten, experimentell bestimmten Bedingungen. Hierfür wurde ein
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25(OH)D-Konzentrationsbereich von 1,5 nM bis 48 nM 25(OH)D betrachtet, da der TID-Assay
in der POCT-Anwendung in diesem Bereich besonders empfindlich auf Konzentrationsände-
rungen reagieren sollte. Die Abstufungen zwischen ausreichender Vitamin D-Versorgung, Vit-
amin D-Insuffizienz und Vitamin D-Mangel liegen in diesem Konzentrationsbereich. Es konnte
gezeigt werden, dass ab einer Konzentration von > 1,5 nM 25(OH)D eine Verdrängung des
Oligonukleotids beobachtet werden kann. Dabei beträgt die Verdrängung bei 48 nM 25(OH)D
30 % des Cy5-markierten Oligonukleotids. Abschließend wurde der LOD-Wert mit 32 nM und
LOQ-Wert mit 109 nM bestimmt. Weiterhin konnte ein lineares Verhalten des TID-Assays in
dem Konzentrationsbereich von ca. 1,5 nM bis 12 nM bestimmt werden. Die Unterscheidung
von Vitamin D-Insuffizienz und einer ausreichenden Vitamin D-Versorgung (Ja/Nein-Aussage)
ist anhand des bestimmten LOD-Wertes von 30 nM prinzipiell möglich. Für eine Bestimmung
von Vitamin D-Mangel (Konzentrationen < 25 nM 25(OH)D) muss der etablierte TID-Assay
jedoch hinsichtlich der Sensitivität weiter optimiert werden (LOQ-Wert verringern). In ersten
MST-Experimenten konnte in dieser Dissertation ebenfalls gezeigt werden, dass die Verdrän-
gung des Oligonukleotids auch in 20 % Humanserum beobachtet werden kann. Weitere Ex-
perimente, auch im Microarrayformat, in Humanserum sind jedoch zwingend notwendig, da
dies die reale Anwendung des TID-Assays in der späteren Anwendung darstellt. Daher muss
besonders bei der Verwendung von Humanserum eine Reihe von Faktoren beachtet werden.
Zum Einen zirkulieren ca. 99 % der 25(OH)D-Moleküle gebunden im Körper. Das Vitamin D-
bindende Protein übernimmt die Aufgabe des 25(OH)D-Transportes durch den Körper und
bindet hochaffin an das kleine Molekül. In klinisch durchgeführten 25(OH)D-Assays (wie dem
Elecsys-Systems von Roche Diagnostics) wird daher die Probe des Patienten vor dem Assay mit
denaturierenden Agenzien behandelt, um das Protein zu denaturieren. Dadurch wird 25(OH)D
vom VDBP gelöst und kann im Assay detektiert werden. Auch in dem, in dieser Dissertation,
entwickelten TID-Assay ist dieser Denaturierungsschritt nötig, um eine Detektion zu gewähr-
leisten. Der Einfluss dieser Denaturierung auf das Aptamer sollte daher in Zukunft ebenfalls
untersucht werden, um die Denaturierungsmethode gegebenenfalls anzupassen. Ein erhebli-
cher Vorteil des TID-Assays gegenüber dem Elecsys-Systems ist ein niedriger Preis pro Probe
(€2,84), welcher bei einer Massenproduktion wahrscheinlich noch geringer ausfallen könnte.
Für die spätere Verwendung des TID-Assays in POCT-Anwendungen sollte die Nukleaseakti-
vität der, im Blut vorhandenen, DNA-abbauenden Enzyme vor Durchführung des TID-Assays
herabgesetzt werden. Die Nukleasen sind in der Lage das frei zirkulierende Oligonukleotid zu
degradieren und die Detektionseffizienz negativ zu beeinträchtigen. Das immobilisierte VD-
BA14 ist durch die Immobilisierung stabilisiert und kann nicht so leicht, wie die Oligonukleo-
tide durch Nukleasen abgebaut werden. Der Einfluss der Nukleasen muss jedoch in Zukunft
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empirisch überprüft werden, damit der TID-Assay in realen POCT-Anwendungen verwendet
werden kann. Für die Hemmung dieser Enzyme eignen sich chemische Inhibitoren, wie Bei-
spielsweise EGTA, SDS oder eine Erhöhung der Ca2+-Ionenstärke im Aptamerbindepuffer. Der
Zusatz dieser Stoffe muss jedoch hinsichtlich der Beeinflussung der Aptamerspezifität evaluiert
werden.
Für die angestrebte POCT-Anwendung des entwickelten TID-Assays ist die einfache Übertra-
gung des Assays auf eine Vielzahl von Sensorformaten ebenfalls ein Vorteil des Assayprinzips.
So kann der TID-Assay auf jede Aptasensorplattform übertragen werden, bei der das Aptamer
immobilisiert vorliegt. Durch eine hohe Flexibilität bei der Oligonukleotidmarkierung lassen
sich weiterhin viele Transduktionsmethoden realisieren. In der Literatur konnte der in dieser
Arbeit etablierte TID-Assay bereits auf einen Smartphone-basierten Sensor übertragen wer-
den. Der Sensor war in der Lage 25(OH)D in niedrigen nanomolaren Konzentrationen in 10 %
Humanserum nach zu weisen. Weiterhin ist es denkbar, den TID-Assay auf Schnelltests, wie
beispielsweise Lateral Flow-Systeme zu übertragen. In diesen, auch als Schwangerschaftstest
bekannten, Systemen liegt das Aptamer üblicherweise ebenfalls immobilisiert vor. Durch die
Markierung des komplementären Oligonukleotids mit AuNPs kann der Test anschließend op-
tisch ausgewertet werden. Der zeitliche Faktor des Schnelltests ist jedoch entscheidend, da ge-
nügend Zeit für die (nahezu) komplette Verdrängung des Oligonukleotids benötigt wird. Eine
Übertragung des TID-Assays auf andere Sensorsysteme kann auch zu der gewünschten Verrin-
gerung des LOQ-Wertes führen, da die ermittelten Detektionsgrenzen hauptsächlich durch das
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Oligonukleotid 1 (O1) 5’-Cy5-TCA-CAC-CCC-C-3’
Oligonukleotid 2 (O2) 5’-Cy5-CAC-CAA-AGT-C-3’
Oligonukleotid 3 (O3) 5’-Cy5-AAA-GTC-ACA-C-3’
B.3. Verbrauchsmaterialien
Tab. B.1.: Verwendete Verbrauchsmaterialien.
Verbrauchsmaterial Typ Hersteller
Quartzküvette Hellma® Halb-Mikro Küvette Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA)
MST-Kapillare Monolith NT.115 Capillary Nanotemper Technology,
GmbH (München, DE)




96 Well-Platte Armadillo PCR-Platte, 96-
well, durchsichtig









PolyAn GmbH (Berlin, DE)
Microarray-
Hybridisierungskammer





SCHOTT AG (Mainz, DE)
B.4. Laborgeräte
Tab. B.2.: Verwendete Laborgeräte.
Laborgerät Typ Hersteller
CD-Spektrometer JASCO J-1000 Spectrophoto-
meter
JASCO (Tokyo, JP)
Aptamerspotter Arrayer Nano-Plotter NP2.1 GeSiM GmbH (Großerk-
mannsdorf, DE)
Microarray-Scanner GenePix 4000B Molecular Devices LLC (Sun-
nyvale, USA)
NanoDrop Photometer NanoDrop ND-1000 NanoDrop Technologies Inc.
(Wilmington, USA)
NanoDrop Photometer NanoDrop ND-3300 NanoDrop Technologies Inc.
(Wilmington, USA)
Reinstwasseranlage Arium 611 Sartorius AG (Göttingen,
DE)
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf AG (Hamburg,
DE)
Schüttler Vortex-Schüttler VWR International LLC.
(Darmstadt, DE)
Zentrifuge Micro Star 17 R VWR International LLC.
(Darmstadt, DE)
Eismaschine Scotsman AF103 Hubbard Systems (Ipswich,
UK)
pH-Meter pH-Meter 605 Deutsche METROHM GmbH
und Co. KG (Filderstadt, DE)






Feinwaage JL-180 Chymo Balance Corp. (Kyo-
to, JP)
B.5. Software
Tab. B.3.: Verwendete Software.
Verwendung Name Hersteller
MST-Bindekurven NT.Analysis Nanotemper Technlogy
GmbH (München, DE)
Microarray bedrucken NPC16 GeSiM GmbH (Großerk-
mannsdorf, DE)
NanoDrop-Photometer ND-1000 V3.8.1 NanoDrop Technologies Inc.
(Wilmington, USA)
NanoDrop-Photometer ND-3300 V2.8.0 NanoDrop Technologies Inc.
(Wilmington, USA)




OriginPro 2020 OriginLab® Corporation
(Northampton, USA)
B.6. Chemikalien und Reagenzien
Tab. B.4.: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.
Chemikalie / Reagenz Hersteller
25(OH)D Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA)
Vitamin D (Cholecalciferol) Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA)
Ethanol (EtOH) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
Kaliumchlorid (KCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
Natriumcitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
SYBR® Green I Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)





Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)




Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
Humanserum Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
Natriumborhydrid (NaBH4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, DE)
B.7. Puffer und Lösungen
Tab. B.5.: Verwendete Puffer und Lösungen.
Puffer / Lösung Zusammensetzung






(10 % (v/v) Ethanol)*





3 x SSC 300 mM NaCl
30 mM Natriumcitrat
pH 7,0








Das VDBA14-Aptamer wurde in Aptamerbindepuffer auf eine Endkonzentration von 10 μM
verdünnt, 10 min bei 95 °C erhitzt und dann 5 min auf Eis gelagert, um die Faltung des Apt-
amers zu gewährleisten. Das Zielmolekül 25(OH)D wurde mit einer finalen Konzentration von
10 μM hinzugegeben, und die VDBA14-25(OH)D-Lösung wurde 24 h bei 4 °C inkubiert. CD-
spektroskopische Messungen wurden anschließend mit einem JASCO J-1000 Spektrophoto-
meter (JASCO, Tokio, JP) und einer Quarzküvette (optische Weglänge = 10 mm) durchge-
führt. Die Spektren wurden durch die Akkumulation von drei Scans abgebildet (im Bereich
von 200 nm bis 320 nm). Die Scan-Geschwindigkeit wurde auf 50 nm min-1 eingestellt. Die
Nulllinien wurden zuvor mit dem VDBA14 Bindepuffer aufgezeichnet.
C.2. MST-Experimente
C.2.1. VDBA14-25(OH)D-Interaktion
Bindungskurven mit der Microscale Thermophoresis-Methode des Aptamers wurden mit einem
Monolith NT.115 (NanoTemper, München, DE, Deutschland) aufgenommen. Es wurden Pre-
mium Kapillaren verwendet, um unspezifische Adsorptionen während der MST zu minimieren
(NanoTemper, München, DE, Deutschland). Die Interaktion von VDBA14 und 25(OH)D wurde
in dem Aptamerbindepuffer (mit 10 % (v/v) Ethanol) untersucht. Dazu wurde 25(OH)D aus-
gehend von einer Konzentration von 10 μM verdünnt. Das 5’-Cy5-markierte VDBA14 wurde
mit einer konstanten, finalen Konzentration von 10 nM zu jeder 25(OH)D-Verdünnungsstufe
gegeben. Die Lösung wurde anschließend für 1 h bei 25 °C inkubiert, um sicherzustellen, dass
die Ausbildung des VDBA14-25(OH)D-Komplexes erfolgte. Die Lösung wurde dann in Premi-
um Kapillaren (Nanotemper Technology GmbH, München, DE, Deutschland) überführt und
im Monolith NT.115 vermessen. Ein weiterer Lauf erfolgte bei 35 °C. Aus drei individuellen
MST-Experimenten wurde anschließend die Standardabweichung der Messpunkte berechnet,
welche den Fehlerbalken entsprechen. Zur Datenanalyse wurde das Programm NT.Analysis
Software (Nanotemper Technology GmbH, München, DE, Deutschland) verwendet. Die Kur-
ven wurden mit dem Kd-Modell der Software gefittet. Die finale Bearbeitung erfolgte in Origin
2018 (OriginLab® Corporation, Northampton, MA, USA).
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C.2.2. VDBA14-25(OH)D-Interaktion in Humanserum
Bindungskurven mit der Microscale Thermophoresis-Methode des Aptamers wurden mit ei-
nem Monolith NT.115 (NanoTemper, München, DE, Deutschland) aufgenommen. Es wurden
Premium Kapillaren verwendet, um unspezifische Adsorptionen während der MST zu minimie-
ren (NanoTemper, München, DE, Deutschland). Die Interaktion von VDBA14 und 25(OH)D
wurde in dem Aptamerbindepuffer (mit 10 % (v/v) Ethanol) mit 20 % Humanserum unter-
sucht. Dazu wurde 25(OH)D ausgehend von einer Konzentration von 10 μM verdünnt. Das
5’-Cy5-markierte VDBA14 wurde mit einer konstanten, finalen Konzentration von 10 nM zu
jeder 25(OH)D-Verdünnungsstufe gegeben. Die Lösung wurde anschließend für 1 h bei 25 °C
inkubiert, um sicherzustellen, dass die Ausbildung des VDBA14-25(OH)D-Komplexes erfolgte.
Die Lösung wurde dann in Premium Kapillaren (Nanotemper Technology GmbH, München,
DE, Deutschland) überführt und im Monolith NT.115 vermessen. Ein weiterer Lauf erfolgte bei
35 °C. Aus drei individuellen MST-Experimenten wurde anschließend die Standardabweichung
der Messpunkte berechnet, welche den Fehlerbalken entsprechen. Zur Datenanalyse wurde das
Programm NT.Analysis Software (Nanotemper Technology GmbH, München, DE, Deutschland)
verwendet. Die Kurven wurden mit dem Kd-Modell der Software gefittet. Die finale Bearbeitung
erfolgte in Origin 2018 (OriginLab® Corporation, Northampton, MA, USA).
C.2.3. VDBA14-Oligonukleotid Hybridisierungen
Für die Überprüfung der VDBA14-Oligonukleotidhybridisierung wurde erneut ein MST-Expe-
riment durchgeführt. Dafür wurden die drei komplementären Oligonukleotide O1-O3 im Be-
reich von 100 nM bis 0,05 nM seriell verdünnt (finale Konzentration). Anschließend wurden
die verschiedenen Verdünnungsstufen mit 10 nM 5’-Cy5-markiertem VDBA14 (finale Konzen-
tration) vermischt und für 1 h bei 25 °C inkubiert. Die Lösung wurde anschließend in Premium
Kapillaren (Nanotemper Technology GmbH, München, DE, Deutschland) überführt und die
Hybridisierung bei 35 °C im Monolith NT.115 vermessen. Zur Datenanalyse wurde das Pro-
gramm NT.Analysis Software (Nanotemper Technology GmbH, München, DE, Deutschland)
verwendet. Die Kurven wurden mit dem Kd-Modell der Software gefittet. Die finale Bearbei-
tung erfolgte in Origin 2018 (OriginLab® Corporation, Northampton, MA, USA).
C.2.4. TID-Assay
Für die Evaluation der Oligonukleotidverdrängung im TID-Assay wurde ein MST-Experiment
durchgeführt. Dafür wurde wie in C.2.1 beschrieben eine Lösung des VDBA14-25(OH)D-Kom-
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plexes hergestellt, wobei erneut 25(OH)D seriell in Aptamerpuffer mit 10 % (v/v) Ethanol ver-
dünnt wurde. Anschließend wurde 10 nM des jeweiligen komplementären 5’-Cy5-markierten
Oligonukleotids (finale Konzentration) zu der VDBA14-25(OH)D-Lösung gegeben. Es handel-
te sich somit um einen kompetitiven TID-Assay. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurde die
Lösung in Premium Kapillaren (Nanotemper Technology GmbH, München, DE, Deutschland)
überführt und im Monolith NT.115 vermessen. Der MST-Lauf erfolgte bei 35 °C. Zur Datenana-
lyse wurde das Programm NT.Analysis Software (Nanotemper Technology GmbH, München,
DE, Deutschland) verwendet. Die Kurven wurden mit dem Kd-Modell der Software gefittet. Die
finale Bearbeitung erfolgte in Origin 2018 (OriginLab® Corporation, Northampton, MA, USA).
C.3. Microarray-Experimente
C.3.1. Immobilisierung von VDBA14 auf der Microarrayoberfläche
Das 5-NH2-modifizierte Aptamer VDBA14 wurde mit Hilfe des Arrayer NanoPlotter NP2.1 (Ge-
SiM GmbH, Großwerkmannsdorf, DE, Deutschland) auf aldehydmodifizierten Glasslides (Po-
lyAn GmbH, Berlin, DE, Deutschland) immobilisiert. Dafür wurden sowohl 2D, als auch 3D-
Glasslides verwendet. Je Aptamer-Spot wurden dafür sechs Tropfen von VDBA14 in 3x SSC
Puffer (wenn nicht anders beschrieben) auf der Microarrayoberfläche platziert. Die folgenden
Parameter wurden für den Spottingvorgang verwendet: Spannung 120 V, Frequenz 100 Hz. Das
Spotting-Layout bestand aus 16 Blöcken mit 8 Replikaten jeder Aptamerkonzentration, wenn
nicht anders angegeben. Nachdem die Aptamere auf der Oberfläche immobilisiert wurden, er-
folgte die Inkubation des Chips in einer Kammer mit gesättigter NaCl-Lösung für 24 h. Nach
Ablauf der Zeit wurde der Chip luftgetrocknet und dann in einer Blocklösung (0,1 g NaBH4,
30 mL Ethanol, 10 mL PBS-Puffer) schüttelnd (150 rpm) für 10 min inkubiert. Anschließend
wurde der Chip dreimal für 10 min mit VDBA14-Bindepuffer gewaschen, um überschüssige
Blocklösung zu entfernen. Anschließend konnte der Chip für Microarrayexperimente verwen-
det werden.
C.3.2. SYBR Green I/II-Färbung
Nachdem das VDBA14-Aptamer wie in C.3.1 beschrieben auf der Microarrayoberfläche immo-
bilisiert wurde, erfolgte anschließend die Anfärbung des Aptamers mittels SYBR® Green I/II.
SYBR® I interkaliert mit dsDNA, wohingegen SYBR® II einzelsträngige DNA färbt. Da VDBA14
sowohl einzelsträngige, als auch doppelsträngige Regionen enthält, konnte mit dieser Lösung
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das gesamte Aptamer angefärbt werden. Dafür wurde der Chip in eine 1:10.000 SYBR® Green
I/II-Lösung (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) gelegt (50 mL, 10 min) und dreimal
mit dem Aptamerbindepuffer (50 mL, 3 min), gefolgt von Wasser (50 mL, 1 min) gewaschen.
Der Chip wurde dann durch einen Luftstrom getrocknet. Anschließend wurde der Chip mit ei-
nem GenePix 4000B-Scanner (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) gescannt und mit der
GenePix Pro 6.0-Software (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) ausgewertet. Die gemes-
senen Fluoreszenzintensitäten wurden dann gegen die verwendete VDBA14-Konzentration in
OriginPro 2020 (OriginLab® Corporation, Northampton, USA) aufgetragen.
C.3.3. Untersuchung der Aptamerfunktionalität nach Immobilisierung
VDBA14 wurde, wie in C.3.1 angegeben, auf der Microarrayoberfläche immobilisiert. Anschlie-
ßend wurde der Chip in Aptamerbindepuffer inkubiert (50 mL, 30 min), um eine korrekte Fal-
tung des Aptamers zu gewährleisten. Eine 16-Well Microarrayhybridisierungskammer (SCHOTT
Nexterion, Mainz, DE, Deutschland) wurde anschließend auf dem Chip montiert. 25(OH)D
wurde anschließend seriell in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v) Ethanol verdünnt (100 μM
bis 0,62 μM final). Jede der Verdünnungsstufen wurde dann mit 100 nM 5’-Cy5-markiertem Oli-
gonukleotid (finale Konzentration) vermischt. 150 μL der Lösung wurde dann in die Reaktions-
kammern gegeben. Der Chip wurde anschließend bei Raumtemperatur schüttelnd (150 rpm)
für 1 h inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden zuerst die einzelnen Reaktionskammern drei-
mal mit Aptamerbindepuffer gewaschen (5 min, 150 rpm). Anschließend wurde der gesamte
Chip in Aptamerbindepuffer für 5 min bei 150 rpm gewaschen. Der Chip wurde getrocknet
und mit einem GenePix 4000B-Scanner (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) gescannt
und mit der GenePix Pro 6.0-Software (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) ausgewer-
tet. Die prozentuale Verdrängung des 5’-Cy5-markierten Oligonukleotids wurde dann, wie
in C.4.2 beschrieben, berechnet. Die Microarrayexperimente wurden dreimal wiederholt und
aus der Standardabweichung der Fluoreszenzintensität bzw. dem Standardfehler bei der Be-
rechnung der Signaländerung die Fehlerbalken erstellt. Die gemessenen Fluoreszenzintensitä-
ten/Verdrängungen wurden dann gegen die verwendete 25(OH)D-Konzentration in OriginPro
2020 (OriginLab® Corporation, Northampton, USA) aufgetragen.
C.3.4. Einfluss des Puffers auf die Immobilisierung
Durch die Bestimmung der Fluoreszenzintensität bei der Verwendung von verschiedenen Puf-
fern sollte der optimale Puffer für die VDBA14-Immobilisierung gefunden werden. Dafür wurde
der Immobilisierungsvorgang wie in C.3.1 beschrieben durchgeführt. Dabei wurde PBS-Puffer,
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Aptamerbindepuffer und 3x SSC-Puffer während der Immobilisierung verwendet. Anschlie-
ßend erfolgte die Anfärbung mittels SYBR® Green I/II wie in C.3.2 beschrieben. Die Fluores-
zenzintensität wurde anschließend gegen den verwendeten Puffer und die VDBA14-Immobi-
lisierungskonzentration in Origin 2020 aufgetragen (OriginLab® Corporation, Northampton,
USA).
C.3.5. Einfluss der Spacerlänge auf die Immobilisierung
Die Verwendung eines C6 und C12-Spacers, welcher sich als als 5’-Modifikation an VDBA14
befindet, wurde in dieser Dissertation hinsichtlich der Immobilisierungseffizienz überprüft.
Dafür wurde VDBA14 mit C6- und mit C12-Spacer synthetisiert (Integrated DNA Technolo-
gies, Sunnyvale, USA). Anschließend wurden vier VDBA14-Konzentrationen ausgehend von
25 μM seriell verdünnt und auf der Microarrayoberfläche (PolyAn GmbH, Berlin, DE, Deutsch-
land) wie in C.3.1 beschrieben immobilisiert. Anschließend folgte wie in C.3.2 die Anfärbung
von VDBA14 mittels Fluoreszenzfarbstoff. Der Chip wurde getrocknet und mit einem Gene-
Pix 4000B-Scanner (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) gescannt und mit der GenePix
Pro 6.0-Software (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) ausgewertet. Anschließend wurde
das Experiment auf drei separaten Chips wiederholt und aus der Standardabweichung der Si-
gnalintensitäten die Fehlerbalken berechnet. Die finale Datenauswertung erfolgte in OriginPro
2020 (OriginLab® Corporation, Northampton, USA).
C.3.6. Einfluss der Spacerlänge auf die Verdrängung des Oligonukleotids
Zur Bestimmung der Verdrängung bei der Verwendung der zwei Spacerlängen wurde erneut ein
Microarrayexperiment durchgeführt. Dafür wurde VDBA14 mit C6- und mit C12-Spacer syn-
thetisiert (Integrated DNA Technologies, Sunnyvale, USA). Anschließend wurden vier VDBA14-
Konzentrationen ausgehend von 25 μM seriell verdünnt und auf der Microarrayoberfläche (Po-
lyAn GmbH, Berlin, DE, Deutschland) wie in C.3.1 beschrieben immobilisiert. Der Chip wurde
dann in Aptamerbindepuffer inkubiert (50 mL, 30 min), um eine korrekte Faltung des Apt-
amers zu gewährleisten. Eine 16-Well Microarrayhybridisierungskammer (SCHOTT Nexterion,
Mainz, DE, Deutschland) wurde anschließend auf dem Chip montiert, woraus sich 16 abge-
trennte Reaktionskammern ergaben. 25(OH)D wurde in zwei Konzentrationen in Aptamerbin-
depuffer mit 10 % (v/v) Ethanol angesetzt (10 μM und 0 μM), welche als Positiv- und Nega-
tivkontrolle auf die Reaktionskammern aufgeteilt wurden. Durch die zwei zu überprüfenden
Spacerlängen ergaben sich somit vier Reaktionskammern, in welchen TID-Reaktionen ablie-
fen. 25(OH)D und 100 nM Oligonukleotid 2 (finale Konzentration) wurden anschließend ver-
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mischt. 150 μL des Gemisches wurden dann gleichzeitig in die Reaktionskammern gegeben.
Der Chip wurde anschließend bei Raumtemperatur schüttelnd (150 rpm) für 1 h inkubiert.
Nach Ablauf der Zeit wurden zuerst die einzelnen Reaktionskammern dreimal mit Aptamer-
bindepuffer gewaschen (5 min, 150 rpm). Anschließend wurde der gesamte Chip in Aptamer-
bindepuffer für 5 min bei 150 rpm gewaschen. Der Chip wurde getrocknet und mit einem Gene-
Pix 4000B-Scanner (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) gescannt und mit der GenePix
Pro 6.0-Software (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) ausgewertet. Die prozentuale Ver-
drängung des 5’-Cy5-markierten Oligonukleotids 2 wurde dann, wie in C.4.2 beschrieben, be-
rechnet. Die Microarrayexperimente wurden dreimal wiederholt und aus der Standardabwei-
chung des Standardfehlers bei der Berechnung der Signaländerung die Fehlerbalken erstellt.
Die errechneten Signalanstiege wurden dann gegen die verwendete 25(OH)D-Konzentration
in OriginPro 2020 (OriginLab® Corporation, Northampton, USA) aufgetragen.
C.3.7. Einfluss des komplementären Oligonukleotids auf TID-Effektivität
Zur Überprüfung des optimalen Oligonukleotids für eine maximale Verdrängung im TID-Assay
wurde zuvor 12,5 μM und 6,25 μM VDBA14 auf einer 3D-Aldehydoberfläche, wie in C.3.1 an-
gegeben, in 3x SSC-Puffer immobilisiert. Anschließend wurde der Chip in Aptamerbindepuffer
inkubiert (50 mL, 30 min), um eine korrekte Faltung des Aptamers zu gewährleisten. Eine 16-
Well Microarrayhybridisierungskammer (SCHOTT Nexterion, Mainz, DE, Deutschland) wurde
anschließend auf den Chip montiert. 25(OH)D wurde anschließend seriell in Aptamerbinde-
puffer mit 10 % (v/v) Ethanol verdünnt (von 10 μM bis 0,62 μM). Das verdünnte 25(OH)D
wurde dann mit 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotid (finale Konzentration 100 nM) vermischt.
150 μL der 25(OH)D-Oligonukleotid-Lösung wurden dann in die Reaktionskammern gegeben.
Der Chip wurde anschließend bei Raumtemperatur schüttelnd (150 rpm) für 1 h inkubiert.
Nach Ablauf der Zeit wurden zuerst die einzelnen Reaktionskammern dreimal mit Aptamerbin-
depuffer gewaschen (5 min, 150 rpm). Anschließend wurde der gesamte Chip in Aptamerbin-
depuffer für 5 min bei 150 rpm gewaschen. Der Chip wurde getrocknet und mit einem GenePix
4000B-Scanner (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) gescannt und mit der GenePix Pro
6.0-Software (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) ausgewertet. Die prozentuale Verdrän-
gung des 5’-Cy5-markierten Oligonukleotids wurde dann, wie in C.4.2 beschrieben, berechnet.
Die Microarrayexperimente wurden dreimal wiederholt und aus dem Standardfehler bei der
Berechnung der Signaländerung die Fehlerbalken erstellt. Die berechneten Verdrängungen der
beiden Oligonukleotide wurden dann gegen die verwendete 25(OH)D-Konzentration in Ori-
ginPro 2020 (OriginLab® Corporation, Northampton, USA) aufgetragen.
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C.3.8. Einfluss der Inkubationsreihenfolge auf TID-Effektivität
Bei der Durchführung eines TID-Assays im Microarrayformat ergeben sich bei der Zugabe der
verschiedenen Komponenten (25(OH)D und Oliognukleotid) drei mögliche Ansätze. Bei An-
satz 1 handelt es sich um einen kompetitiven Ansatz, bei dem beide Komponenten gleichzei-
tig in die Reaktionskammer eines Microarraychips gegeben werden. Bei Ansatz 2 wird zuerst
25(OH)D zu dem immobilisierten Aptamer in die Reaktionskammer gegeben. Nach einer ein-
stündigen Inkubationszeit wird der Überstand entfernt und der Chip gewaschen. Dann wird
das 5’-Cy5-markierte Oligonukleotid hinzugegeben. Bei Ansatz 3 wird zuerst das komplemen-
täre, markierte Oligonukleotid in die Reaktionskammer gegeben. Nach einer einstündigen In-
kubationszeit wird der Überstand entfernt und der Chip gewaschen. Dann wird 25(OH)D in
die Reaktionskammern gegeben. Um den Einfluss der Inkubationsreihenfolge auf die Verdrän-
gung des Oligonukleotids zu überprüfen, wurden die drei Ansätze in einem Microarrayexperi-
ment evaluiert. Dafür wurde VDBA14 in fünf Dichten auf einem 3D-Aldehydchip, wie in C.3.1
angegeben, in 3x SSC-Puffer immobilisiert. Anschließend wurde der Chip in Aptamerbinde-
puffer inkubiert (50 mL, 30 min), um eine korrekte Faltung des Aptamers zu gewährleisten. Ei-
ne 16-Well Microarrayhybridisierungskammer (SCHOTT Nexterion, Mainz, DE, Deutschland)
wurde anschließend auf den Chip montiert. Nun wurde für jeden der drei möglichen Ansät-
ze ein TID-Assay durchgeführt. Für die Detektion einer maximalen Verdrängung wurde 1 μM
25(OH)D in Aptamerbindepuffer mit 10 % (v/v) Ethanol verwendet und anschließend mit der
TID-Reaktion bei 0 μM 25(OH)D verglichen. Bei allen Ansätzen wurde 5’-Cy5-markiertes Oli-
gonukleotid 2 mit einer finalen Konzentration von 100 nM verwendet. Bei Ansatz 1 wurden
alle Komponenten gleichzeitig in die Kammern gegeben. Bei Ansatz 2 und 3 zuerst die oben
genannten Komponenten. Nach Ablauf von 1 h wurde der Überstand in der Reaktionskammern
entfernt und der gesamte Chip wurde mit Aptamerbindepuffer gewaschen, um ungebundene
Komponenten abzuwaschen. Diese würden die Verdrängungsreaktion verfälschen. Anschlie-
ßend erfolgte die Zugabe der verbliebenen Komponente (erneut 150 μL) und der Chip wurde
erneut für 1 h schüttelnd (150 rpm) inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden zuerst die ein-
zelnen Reaktionskammern dreimal mit Aptamerbindepuffer gewaschen (5 min, 150 rpm). An-
schließend wurde der gesamte Chip mit Aptamerbindepuffer für 5 min bei 150 rpm gewaschen.
Der Chip wurde getrocknet und mit einem GenePix 4000B-Scanner (Molecular Devices LLC.,
Sunnyvale, USA) gescannt und mit der GenePix Pro 6.0-Software (Molecular Devices LLC.,
Sunnyvale, USA) ausgewertet. Die prozentuale Verdrängung des 5’-Cy5-markierten Oligonu-
kleotids wurde dann, wie in C.4.2 beschrieben, berechnet. Die berechneten Verdrängungen für
jeden Ansatz und VDBA14-Konzentration wurde anschließend in einer Tabelle beschrieben.
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C.3.9. Bestimmung der Sensitivität
Für die Bestimmung der Sensitivität des TID-Assays wurde ein Microarrayexperiment durch-
geführt. 12,5 μM VDBA14 wurde, wie in C.3.1 angegeben, auf der 3D-Microarrayoberfläche in
3x SSC-Puffer immobilisiert. Anschließend wurde der Microarraychip in Aptamerbindepuffer
inkubiert (50 mL, 30 min), um eine korrekte Faltung des Aptamers zu gewährleisten. Eine 16-
Well Microarrayhybridisierungskammer (SCHOTT Nexterion, Mainz, DE, Deutschland) wurde
anschließend auf den Chip montiert. Das Target 25(OH)D wurde anschließend in Aptamerbin-
depuffer mit 10 % (v/v) Ethanol seriell verdünnt (48 nM bis 1,5 nM finale Konzentrationen).
Jede Verdünnungsstufe wurde dann mit 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotid 2 vermischt (finale
Konzentration 100 nM). 150 μL der Lösung wurde dann in die Reaktionskammern gegeben. Der
Chip wurde anschließend bei Raumtemperatur schüttelnd (150 rpm) für 1 h inkubiert. Nach
Ablauf der Zeit wurden zuerst die einzelnen Reaktionskammern dreimal mit Aptamerbinde-
puffer gewaschen (5 min, 150 rpm). Anschließend wurde der gesamte Chip in Aptamerbinde-
puffer für 5 min bei 150 rpm gewaschen. Der Chip wurde getrocknet und mit einem GenePix
4000B-Scanner (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) gescannt und mit der GenePix Pro
6.0-Software (Molecular Devices LLC., Sunnyvale, USA) ausgewertet. Anschließend wurde die
Verdrängung mittels Formel C4.2. berechnet und gegen die jeweilige 25(OH)D-Konzentration
aufgetragen. Durch ein lineares Fitting (OriginLab® Corporation, Northampton, USA) in dem
Konzentrationsbereich von 1,5 nM bis 12 nM wurde anschließend die Steigung ermittelt, was
der Sensitivität bei der Berechnung des LOD und LOQ-Wertes entspricht (siehe C.3.10).
C.3.10. Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze
Für die Bestimmung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze, siehe (C.4.3). Dabei ergibt sich
der jeweilige Wert aus der zehnfachen Standardabweichung eines Blanks (LOQ) bzw. der drei-
fachen Standardabweichung eines Blanks (LOD) geteilt durch die Sensitivität, welche in C.3.9




Die Bestimmung des Signal-zu-Rausch-Verhältnisses (Signal-To-Noise-Ratio, SNR) erfolgte mit
der untenstehenden Formel. Dafür wurde zuvor die Standardabweichung des Hintergrundsi-
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gnals bestimmt. Je höher der SNR-Wert, desto mehr hebt sich das detektierte Signal von dem
Hintergrundrauschen der verwendeten Messmethode ab.
SNR =
Signal − Hinter grundsignal
Standardabweichung Hinter grundsignal
C.4.2. Berechnung Verdrängung
Für die Charakterisierung von TID-Asssays ist die Verdrängung des komplementären, markier-
ten Oligonukleotids eine wichtige Kennzahl zur Optimierung des Assays. Diese wird häufig
prozentual angegeben und wird mit der unten stehenden Formel berechnet. Dabei wird die
Fluoreszenzintensität bei der jeweiligen 25(OH)D-Konzentration (Relative Fluorescence Units,
RFUc) mit dem RFU-Wert bei einer 25(OH)D-Konzentration von 0 in Relation gesetzt.
Verdrängung (%) = 100% − (
RFUc
RFU (0 μM 25(OH)D)
) 100%
C.4.3. Berechnung LOQ, LOD
Für die Charakterisierung von Assays für die Detektion von kleinen Molekülen sind die Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen wichtige Kennzahlen. Die Berechnung dieser Grenzen erfolgt durch
die Betrachtung der Standardabweichung von 10 individuellen Blanks (in diesem Fall ent-
spricht der Blank einem Aptamerspot bei einem Microarray-Experiment ohne die Zugabe von
25(OH)D, aber mit Zugabe von 100 nM 5’-Cy5-markiertem Oligonukleotid (finale Konzentra-
tion). Weiterhin fließt die Sensitivität der verwendeten Methode in die Berechnung ein. Die
Sensitivität des 25(OH)D-Microarrays wurde wie in C.3.9 beschrieben ermittelt. Mithilfe der
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